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den  von  mir  durchgeführten  und  in  der  Dissertation  erwähnten  Untersuchungen  habe  ich  die 
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Dicke  von  etwa  1  µm  die  Barriere  zwischen  intraluminalem  Blutkompartiment  und  dem 
subendothelialen  Gewebe  dar.  Im  menschlichen  Körper  finden  sich  zwischen  1*1013  bis 
6*1013  Endothelzellen,  die  diese  Barriere  bilden  und  zusammen  etwa  1  kg  des 
Körpergewichts  ausmachen  1.  Lange wurde  angenommen,  dass  das  Endothel  eine  inerte, 
semipermeable Membran  ist 2.  In den  letzten Jahren konnte aber gezeigt werden, dass die 
Gesamtheit  der  Endothelzellen  tatsächlich  ein  komplexes,  metabolisch  hoch  aktives 
Organsystem  darstellt,  das  physiologisch  wichtige  Aufgaben  übernimmt.  So  zählen 
Vasorelaxation und –konstriktion, die Regulation der Hämostase sowie vaskuläres Wachstum 
und  remodeling  zu  den  Aufgaben  des  Endothels  3  4  5.  Dies  wird  durch  die  Freisetzung 
verschiedener vasoaktiver Faktoren wie Stickstoffmonoxid (NO), vascular endothelial growth 




Dabei  ist diese große biologische Relevanz von NO noch nicht sehr  lange bekannt. Erst  im 
Jahr  1980  konnten  Furchgott  und  Zawadzki  zeigen,  dass  Azetylcholin  (ACh)  in  isolierten 
Gefäßsegmenten  mit  intaktem  Endothel  eine  vasodilatierende  Wirkung  aufweist.  In 
Gefäßsegmenten,  in  denen  das  Endothel  entfernt  wurde,  war  dieser  dilatierende  Effekt 
aufgehoben, und hohe Dosen ACh  führten  zu einem konstringierenden Effekt  7. Furchgott 
und  Zawadzki  nannten  diese  durch  ACh  Applikation  freigesetzte  Substanz  endothelium‐
dependent  relaxing  factor  (EDRF).  Erst  sieben  Jahre  später  konnte  der  EDRF  als  NO 
identifiziert  werden  8  9  10.  Im  Jahr  1998  wurden  diese  Arbeiten,  die  die  Basis  der 




physiologisch  wertvolles  Transmittermolekül  bekannt.  NO  tritt  in  Zigarettenrauch, 
Einleitung 
10 
Autoabgasen  und  während  verschiedener  industrieller  Verbrennungsprozesse  auf  11  12. 
Umso erstaunlicher ist sein hohes vasoprotektives Potenzial, das es im Organismus entfaltet. 
NO ist ein gasförmiges, lipophiles Radikal, welches frei durch Membranen diffundieren kann 
12.  Die  NO  Produktion  wird  durch  Enzyme  der  Familie  der  Stickstoffmonoxidsynthasen 
katalysiert.  Bisher  sind  drei  Isoformen  der  NO  Synthasen  charakterisiert,  wobei  die  NO 
Produktion  im  vaskulären  System  hauptsächlich  auf  die  endotheliale 
Stickstoffmonoxidsynthase  (eNOS)  zurückzuführen  ist  13  (vgl.  1.1.2).  Im  Endothel 
produziertes NO wird  zum  einen  zur  luminalen Gefäßseite  hin  abgegeben  und wirkt  dort 
anti‐thrombotisch,  anti‐adhäsiv  und  anti‐atherosklerotisch.  Im  Gefäßlumen  wirkt  es  zum 
einen als potenter Inhibitor auf die Aggregation und Endotheladhäsion von Thrombozyten 14 
15 16 17 18 19. Eine weitere Wirkung von durch eNOS produziertem NO  im Blutgefäßlumen  ist 
die  Unterdrückung  des  rolling  and  sticking  von  Leukozyten  am  Endothel  14  19.  Es  ist 
beschrieben,  dass  diese Wirkung  durch  die  NO‐mediierte  Inhibition  der  Ausbildung  des 
leukozytären Adhäsionsmoleküls CD11/CD18  hervorgerufen wird  20  21. Dadurch  ist  es  den 
Leukozyten nicht mehr möglich, am Endothel anzuhaften. 
Im Endothel produziertes NO kann des Weiteren in die glatten Gefäßmuskelzellen (vascular 
smooth muscle  cells,  VSMCs)  diffundieren.  Dort  führt  es  zum  Anstieg  der  intrazellulären 
Konzentration  des  second  messenger  zyklisches  Guanosinmonophosphat  (cGMP).  Der 
Anstieg der cGMP Konzentration in den VSMCs führt letztendlich zu deren Relaxation und zu 
einer Weitstellung des Blutgefäßes 19 22 23 24 25 (vgl. 1.1.2.1). Des Weiteren konnten bereits 
verschiedene  Arbeitsgruppen  zeigen,  dass  NO  die  DNA‐Synthese,  die  Mitose  und  die 
Proliferation von VSMCs hemmt  26. Auch dieser Effekt wird auf den NO‐bedingten Anstieg 
von  cGMP  in den  glatten Muskelzellen  zurückgeführt  27  28  29  30  31. Die oben beschriebene 
Inhibition der Anlagerung von Thrombozyten am Endothel durch NO verhindert auch, dass 
VSMCs mit  verschiedenen  von  Blutplättchen  gebildeten Wachstumsfaktoren  wie  platelet 
derived  growth  factor  und  VEGF  in  Kontakt  kommen  32.  Hierdurch  wird  ebenfalls  eine 
übermäßige Proliferation der VSMCs verhindert 13. 
Nicht  zuletzt  ist  NO  ein  potentes  anti‐oxidatives Molekül  19.  Oxidativer  Stress,  vor  allem 
durch die Formation von Superoxidanionen (O2‐), ist einer der Faktoren, der die Entstehung 
kardiovaskulärer  Erkrankung  stark  begünstigt. Der  am  besten  beschriebene  anti‐oxidative 
Effekt von NO  ist die  Inhibition der Oxidation von Lipiden, wie etwa Lipoproteine geringer 
Dichte (low density  lipoproteins, LDL) 33. Genau diese Oxidation von LDL  ist ein Initiator der 





die  extrazelluläre  Superoxiddismutase  (ecSOD),  ein  anti‐oxidatives  Enzym,  das  auf  der 
Zellmembran  von  VSMCs  lokalisiert  ist  und  dort  zu  einer  Verminderung  des  oxidativen 
Stresses durch reaktive Sauerstoffspezies führt 19 36 37. 
Alle  beschriebenen  vasoprotektiven  Effekte  zeigen,  dass  NO  einen  potenten,  endogenen 
Schutz  des  Endothels  vor  pathologischen  Läsionen,  wie  sie  etwa  im  Verlauf  einer 
atherosklerotischen Erkrankung auftreten (vgl. 1.2), darstellt. Es wird ebenfalls deutlich, dass 




Ins Blutgefäßlumen  abgegebenes NO wirkt  inhibierend  auf Thrombozytenaggregation,  auf die Adhäsion  von 
Blutplättchen  sowie  Leukozyten  an  das  Endothel.  In  den  glatten Muskelzellen  der  Blutgefäßwand  (VSMCs) 
bewirkt  NO  über  die  Aktivierung  der  löslichen  Guanylatzyklase  einen  Anstieg  der  intrazellulären  cGMP 
Konzentration. Diese wiederum führt zu einer Relaxation der Muskelzellen und zu einer Vasodilatation. CGMP 





Genen  kodiert werden  13  38:  die  neuronale NOS  (nNOS  oder NOS  I),  die  hauptsächlich  in 
neuronalen  Zellen  exprimiert  wird  11,  die  induzierbare  NOS  (iNOS  oder  NOS  II),  die 
vorwiegend  in  Zellen  der  unspezifischen  Immunabwehr  wie Makrophagen,  aber  auch  in 
glatten Gefäßmuskelzellen exprimiert wird 11 39 sowie die endotheliale NOS (eNOS oder NOS 






Allen  Isoformen  ist gemeinsam, dass  sie  für die NO‐Synthese die Aminosäure L‐Arginin als 
Substrat und molekularen  Sauerstoff  sowie Nikotinamidadenidinukleotidphosphat  (NADP+) 
als Kosubstrat benötigen 43. Die NO‐Synthese selbst stellt einen Transfer von Elektronen dar, 




L‐Arginin  wird  durch  NOS  über  Nω‐hydroxy‐L‐Arginin  zu  L‐Citrullin  umgewandelt.  Das  bei  der  Reaktion 
entstehende NO erhält sein Sauerstoffatom von dem molekularen Sauerstoff, der als Kosubstrat benötigt wird. 
Das  Stickstoffatom  stammt  von  der  Guanidinogruppe  des  L‐Arginins.  Das  entstandene  L‐Citrullin  kann  im 
Rahmen des endothelialen Stickstoffmetabolismus wieder zu L‐Arginin umgewandelt werden. 11 
 
Das Gen, welches  für  die  humane  eNOS  kodiert,  befindet  sich  auf Chromosom  7  (Region 




sich  eine  Domäne  mit  Oxygenaseaktivität.  Diese  beinhaltet  die  Bindungsstellen  für  die 
essentiellen  Kofaktoren Häm  (Häm/Fe2+),  (6R)‐5,6,7,8‐tetrahydrobiopterin  (BH4)  sowie  die 
Bindungsstelle  für  die  Substrate  L‐Arginin  und O2  38.  Der Oxygenasebereich  ist  über  eine 
Calmodulin‐Bindungsstelle  an  eine  C‐terminale  Proteindomäne  mit  Reduktaseaktivität 
gekoppelt.  Eine  Ca2+‐induzierte  Calmodulin  Bindung  an  diese  Bindungsstelle  erhöht  die 
Flussrate  der  Elektronen.  Dieser  Fluss  führt  letztendlich  zur  NO‐Synthese  14.  Im 
Reduktasebereich  befinden  sich  die  Bindungsstellen  für  die  Kofaktoren  Flavin  Adenin 
Einleitung 
13 
Dinukleotid  (FAD)  und  Flavin  Mononukleotid  (FMN)  sowie  eine  Bindungsstelle  für  das 
Kosubstrat  NADP+  44  45  46.  Für  eine  korrekte  NO‐Synthese  müssen  zwei  eNOS‐Moleküle 
dimerisiert vorliegen, wobei der Kofaktor Häm das Homodimer stabilisiert 14. Zusätzlich wird 
das Dimer durch einen an der Dimerisierungsstelle gebundenen  tetraedischen Zink‐Thiolat 





Sauerstoff  zu  O2‐  zu  reduzieren. Weiterhin  wird  gebundenes  L‐Arginin  zu  Nω‐hydroxy‐L‐
Arginin  hydroxyliert. Dieses  intermediäre  Zwischenprodukt wird  dann weiter  zu  L‐Citrullin 





Sollte  eine Dimerisierung  aufgrund  des  Fehlens  verschiedener  Kofaktoren,  vor  allem  BH4, 
nicht möglich sein, wird der Prozess der Reduktion des Sauerstoffs zum Superoxidanion vom 
Prozess der Reaktion mit L‐Arginin entkoppelt 14 49. In diesem Fall nimmt die NO‐Produktion 
zugunsten der Produktion  von  reaktiven  Sauerstoffverbindungen  (reactive oxygen  species, 
ROS),  wie  O2‐,  ab.  Dieser  Prozess  kann  zu  verminderter  NO‐Bioverfügbarkeit  und  zur 
Entstehung von oxidativem Stress am Endothel führen 1 5. 
Die  Aktivität  von  eNOS  und  die  daraus  resultierende  NO‐Produktion  sind  sehr  genau 
reguliert.  Die  eNOS  wird  zwar  konstitutiv  exprimiert,  unterliegt  aber  einigen 
Regulationsmechanismen  auf  Expressionsebene  und  einigen  posttranslationalen 
Modifikationen. Es konnte gezeigt werden, dass Scherkräfte, die auf das Endothel wirken,  
über  eine  Aktivierung  der  Tyrosinkinase  c‐Src  zur  Hochregulation  der  eNOS  Expression 
führen sowie zu einer verlängerten eNOS mRNA Stabilität  50. Auf postranslationaler Ebene 
gibt es mehrere die eNOS Aktivität beeinflussende Faktoren. Protein‐Protein‐Interaktionen 
mit  Calmodulin  und  Calcium  z.B.  führen,  wie  bereits  erwähnt,  zu  einem  beschleunigten 
Elektronenfluss und damit zu einer gesteigerten eNOS Aktivität 51 52. Diese Protein‐Protein‐
Interaktion  erklärt  auch, wie  verschiedene  Agonisten,  die  zu  einem  rezeptorvermittelten 









O2.  L‐Citrullin  (L‐Cit)  entsteht  als  Nebenprodukt.  Die  Reaktion  besteht  aus  einem  Elektronentransfer  vom 
Kosubstrat NADPH aus entlang der an der Reduktasedomäne gebundenen Kofaktoren FAD und FMN zu der an 
der Oxygenasedomäne  des  jeweils  anderen Monomers  gebundenen Häm‐Gruppe. Hier wird  der  Sauerstoff 
reduziert und dadurch aktiviert. Das L‐Arg wird zu L‐Cit umgewandelt, wobei Stickstoff frei wird, der mit dem 





produzierten  NO  im  Blutgefäßsystem.  So  ist  NO  etwa  eine  der  wichtigsten  endogenen 
vasodilatatorischen  Substanzen.  Es  gleicht  die  vasokonstriktorischen  Effekte  des 
sympathischen Transmittermoleküls Noradrenalin und des Renin‐Angiotensin Systems aus, 













der  sGC haben eine Halbwertszeit  von etwa 0,2  Sekunden  11. Danach muss ein neues NO 
Molekül an die prosthetische Hämgruppe binden, damit wieder vermehrt cGMP entsteht. 
Das  entstandene  cGMP  ist  jedoch  nur  der  Anfang  verschiedener  Signalkaskaden,  die 
letztendlich den kontraktilen Apparat der glatten Gefäßmuskelzelle beeinflussen, und hier zu 
einer  Relaxation  führen.  Einer  der  primären  Effekte  von  cGMP  ist  die  Aktivierung  der 
Proteinkinase G (PKG), vor allem der PKG I, die wiederum durch Phosphorylierung von Serin‐ 
und Tyrosinresten anderer Proteine deren Aktivität beeinflusst 65 66. 
Es  ist  beschrieben,  dass  es  durch  die  cGMP‐vermittelte  Aktivierung  der  PGK  zu  einer 
Beeinflussung  der  Kalziumkonzentration  der  VSMCs  kommt.  Die  PKG  I  phosphoryliert 
Phospholamban  und  enthemmt  somit  die  Kalziumpumpe  des  sarkoplasmatischen  und 
endoplasmatischen Retikulums (sarcoplasmatic endoplasmatic reticulum ATPase, SERCA) 67. 
Weiterhin  wird  durch  Phosphorylierung  des  1,4,5‐Inositoltriphosphat  (IP3) 
rezeptorassoziierten  cGMP‐Kinase  Substrats  (IRAG)  die  IP3‐vermittelte  Kalziumfreisetzung 
aus  dem  sarkoplasmatischen  Retikulum  inhibiert  68.  Ferner  ist  auch  eine  NO‐vermittelte 
Aktivierung  von  Kaliumkanälen  in  der  VSMC  Membran  beschrieben  69.  Die  aus  dem 
Kaliumefflux  resultierende Hyperpolarisation der  Zelle  vermindert den Kalziumeinstrom  in 
die  Gefäßmuskelzelle  19.  Durch  diese  drei  Prozesse  wird  die  intrazelluläre 
Kalziumkonzentration gesenkt. Dies wiederum wirkt sich  inhibierend auf die Formation des 
Kalzium‐Calmodulin‐Myosin  leichte  Kette  Kinase  (myosin  light  chain  kinase,  MLCK)‐
Komplexes aus 19. Diese Inaktivierung der MLCK hat zur Folge, dass die regulatorische leichte 
Kette  des Myosinfilaments  nicht  phosphoryliert  wird  und  so  keine  Interaktion  mit  dem 
Aktinfilament  eingehen  kann  70.  Die  Gefäßmuskelzellen  relaxieren,  es  kommt  zur 












ein  sowohl  physiologisch  als  auch  pathologisch  hoch  relevanter  Prozess,  an  dem  das 
Endothel  maßgeblich  beteiligt  ist.  Eines  der  potentesten  proangiogenetischen Moleküle, 
welches  hochspezifisch  an  Endothelzellen  wirkt,  ist  der  vaskuläre  endotheliale 
Wachstumsfaktor  (vascular  endothelial  growth  factor,  VEGF).  VEGF  wird  auf  bestimmte 
Reize  hin  in  verschiedenen  Geweben  des  Körpers  gebildet  und  entfaltet  dann 
rezeptorvermittelt  seine  proangiogenetische  Wirkung  an  den  vaskulären  und  auch 
lymphatischen  Endothelzellen.  Hier  kommt  es  VEGF‐vermittelt  zu  einer  Verstärkung  der 
endothelialen  Proliferation  und Migration,  zu  einer  Verlängerung  der  Überlebenszeit  der 
Endothelzellen und  zu einer Erhöhung der mikrovaskulären Hyperpermeabilität  6. Dadurch 
wird  die  Entstehung  neuer Blutgefäße,  die Angiogenese,  vorangetrieben. Dies  spielt  etwa 
während  der Wundheilung,  dem  weiblichen Menstruationszyklus,  der  Tumorgenese  und 
verschiedenen inflammatorischen und auch ischämischen Erkrankungen eine wichtige Rolle6. 
Es  sind  sieben  verschiedene  VEGF  Proteine  bekannt:  VEGF‐A  bis  ‐F  sowie  der  Plazenta 
Wachstumsfaktor  (placental growth  factor, PlGF)  6. Allen Proteinen  in der VEGF Familie  ist 
gemeinsam, dass  sie,  ähnlich wie  eNOS,  ihre Wirkung nur  entfalten, wenn  sie dimerisiert 
vorliegen 72 73. 
Es  sind  drei  verschiedene VEGF‐Rezeptoren  beschrieben:  der VEGF‐Rezeptor  1  (VEGFR‐1), 
auch als fms‐ähnliche Tyrosin Kinase 1 (fms‐like tyrosin kinase, Flt‐1) bezeichnet, der VEGF‐
Rezeptor  2  (VEGFR‐2),  auch  als  fetale  Leber  Kinase  1  (fetal  liver  kinase,  flk‐1)  bezeichnet 
sowie  der  VEGF‐Rezeptor  3  (VEGFR‐3),  auch  als  fms‐ähnliche  Tyrosin  Kinase  4  (fms‐like 
tyrosin  kinase,  Flt‐4)  bezeichnet  73  6. Der wohl wichtigste  Rezeptor  für  die  Induktion  von 
Angiogenese durch VEGF  ist der VEGFR‐2  74  75. VEGFR‐2 bindet VEGF‐A,  ‐C,  ‐D und –E und 
vermittelt nach Ligandenbindung eine verstärkte Mitose und Migration von Endothelzellen, 
eine  erhöhte  vaskuläre  Permeabilität  und  die  vermehrte  Produktion  von 
thrombozytenaktivierendem Faktor (platelet activating factor, PAF) 73 76 77 78 (Abbildung 4). 
Auf  Ligandenbindung  hin  kommt  es  beim  VEGFR‐2  zu  einer  Dimerisierung  zweier 
Rezeptormonomere  und  zur  Autophosphorylierung  verschiedener  Tyrosinreste  der  Kinase 
Domäne  des  Rezeptors  6.  Durch  diese  Phosphorylierungen  werden  verschiedene 
Signalkaskaden aktiviert. So kommt es durch die Aktivierung der Mitogen aktivierten Kinase 






Einer  der  wichtigsten  Faktoren  zur  Regulation  der  Expression  von  VEGF  ist  Hypoxie. 
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass sich  in der 3‘ und 5‘ Region des 
VEGF‐A  Gens  enhancer  Sequenzen  befinden  83  84.  An  diese  Sequenz  kann  der  hypoxia‐
inducible  factor‐1  (HIF‐1)  Protein  Komplex  binden,  was  zu  einer  Hochregulation  der 
Genexpression und der mRNA Stabilität von VEGF‐A führt 85. HIF‐1 ist ein Dimer, bestehend 
aus den Monomeren HIF‐1α und HIF‐1β. HIF‐1β wird konstitutiv exprimiert, während HIF‐1α 
nur  unter  hopoxischen  Bedinungen  stabil  ist  und  unter Normoxie  ubiquitiniert  und  dann 
degradiert  wird  86.  So  erklärt  sich,  dass  nur  unter  hypoxischen  Bedingungen  eine 




weniger  ein  direkter  Effekt  von  HIF  vermutet,  als  ein  parakriner  Effekt  eines  unter 










Bei  Bindung  eines  VEGF Moleküls  kommt  es  zu  Rezeptordimerisierung  und  zur  Autophosphorylierung  von 
Tyrosinresten  der  intrazellulären  Tyrosin  Kinase  Domäne  des  Rezeptors.  Diese  Phosphorylierungen  setzen 
verschiedene  Signalkaskaden  in  Gang,  die  die  Proliferation,  die  Überlebenszeit,  die  Permeabilität  und  die 
Migration  von Endothelzellen  fördern. Dies  führt  zur VEGF‐mediierten Angiogenese – dem Entstehen neuer 
Blutgefäße. 6 
1.2 Atherosklerose – eine Erkrankung des Endothels 
Die  Atherosklerose  ist  eine  Erkrankung  der  Tunica  intima  und  Tunica  media  der 
Arterienwand, die mit der Bildung von Gefäßplaques, sogenannten Atheromen, einhergeht. 
Dies  kann  zu  Komplikationen wie  Ischämien  in  verschiedenen  Strömungsgebieten  führen, 
was  sich  in  Form  von  Folgekrankheiten  wie  Herzinfarkt,  Schlaganfall  oder  peripherer 
arterieller  Verschlusskrankheit  (pAVK)  manifestieren  kann  5  88.  Kardiovaskuläre 
Erkrankungen,  denen  häufig  atherosklerotische  Veränderungen  der  Gefäßwand  zugrunde 








Blutkompartimet  bildet  5  (vgl.  1.19),  sowie  eine  herabgesetzte  Bioverfügbarkeit  des 




an  Stellen  im  Blutgefäßsystem  beobachtet  wird,  die  keine  laminaren 





LDL  reichert  sich  in  der  Intima  der  Gefäßwand  an  und  wird  hier  unter  anderem 





stellt einen permanenten Entzündungsreiz dar  5. Dieser  führt  in den Endothelzellen 
zur vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen und chemotaktischen Proteinen. 
Dadurch werden Monozyten und  Lymphozyten aus dem Blut  rekrutiert, die an das 









Dieser  stellt  eine  Art  derbes  Narbengewebe  dar,  welches  die  atherosklerotische 
Läsion  abdeckt  und  stabilisiert.  Das  fibrotische  Gewebe  enthält  glatte 
Gefäßmuskelzellen  und  von  diesen  produzierte  extrazelluläre  Matrixproteine  wie 





Schaumzellen,  glatten  Gefäßmuskelzellen,  Matrixproteinen,  extrazellulär 
vorliegenden  Lipiden  sowie  nekrotischem  als  auch  verkalktem  Gewebe  95.  Der 
fehlende direkte anti‐proliferative Effekt des NOs auf die glatten Muskelzellen führt 
zu  einer  Hyperplasie  eben  dieser  und  zu  einem  weiteren  Fortschreiten  der 




Je  nach  Komposition  kann man  stabile  von weniger  stabilen  fibrotischen  Plaques 
unterscheiden. Je höher der Anteil an inflammatorischen Zellen und Lipiden ist, desto 
vulnerabler  ist  der  Plaque  34. Wenn  dieser  nun  den  turbulenten  Scherkräften  im 
stenosierten Gefäßlumen ausgesetzt ist, kann es zur Plaque‐Ruptur kommen 5. Dabei 
kommt es zum Kontakt des Blutes mit dem prothrombotischen Plaquegewebe, was 
zur  Aktivierung  der  Gerinnungskaskade  und  zur  Thrombusformation  führt  5 
(Abbildung 5). Verstärkt wird dieser Prozess durch die verminderte NO‐Synthese, da 
der  anti‐thrombotische  Effekt  des  NOs  herabgesetzt  ist  19.  Die  Gefahr  der 
Thrombosierung des Gefäßes besteht nun darin, dass der wachsende Thrombus  zu 
einem  weitgehenden  Verschluss  des  Blutgefäßes  führt.  Dadurch  kann  es  zu 
Ischämien  im  folgenden  Versorgungsgebiet  kommen.  Eine  weitere  Komplikation 
besteht  darin,  dass  der  Thrombus  als  Embolus  abgeschwemmt  wird.  Eine 
Thrombosierung  oder  Embolie  der  Herzkranzgefäße  kann  zu  einer  myokardialen 








Letztendlich  kommt  es  in  erster  Instanz  zu  einer  Schädigung  des  Endothels,  die  zu  einer 









Muskelzellen und die Tunica  intima unterscheiden. Die Tunica  intima  ist maßgeblich an der Entstehung von 
Atheromen beteiligt. Auch Blutzellen wie Monozyten und  T‐Lymphozyten  sind  Teil der  Pathogenese. B: Die 
Tunica  intima  besteht  aus  einem  Monolayer  Endothelzellen  und  einer  darunterliegenden  Schicht  aus 
extrazellulärer Matrix. Die Membrana elastica interna ist ebenfalls Teil der Intima. Es schließen sich die glatten 
Gefäßmuskelzellen der  Tunica media  an. C:  Ein  fortgeschrittenes Atherom  ist durch die unter  anderem  aus 
glatten Muskelzellen gebildete  fibrotische Kappe gekennzeichnet. Das darunterliegende Gewebe besteht aus 
von  den  Muskelzellen  gebildeter  extrazellulärer  Matrix,  nekrotischem  und  auch  verkalktem  Gewebe, 







den  LDL‐  und  somit  auch  den  Cholesterolspiegel  im  Blutplasma  senken  und  einer 
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Hyperlipidämie  entgegenwirken.  Zu  dieser Wirkstoffgruppe  zählen  die  Statine,  Inhibitoren 
der  3‐Hydroxy‐Methylglutaryl‐Koenzym  A‐Reduktase  (HMG‐CoA  Reduktase)  100.  Der 
ursprünglich aus Schimmelpilzen  isolierte Wirkstoff bindet an das katalytische Zentrum der 
HMG‐CoA  Reduktase  und  inhibiert  die  Umwandlung  von  3‐Hydroxy‐Methylglutaryl  zu 
Mevalonat,  dem  geschwindigkeitsbestimmenden  Schritt  der  Cholesterolsynthese  101  102. 
Durch  diese  Inhibition  wird  die  hepatozytäre  Cholesterolsynthese  gehemmt  und 
zirkulierendes,  LDL‐gebundenes  Cholesterol  vermehrt  rezeptorvermittelt  aus  dem  Blut  in 
Hepatozyten  aufgenommen  103  104.  So  kommt  es  zu  einer  Reduktion  der  LDL‐Plasma‐
Konzentration durch Statingabe. Einige Studien beschreiben einen LDL senkenden Effekt von 
verschiedenen  Statinen  um  bis  zu  50%  104.  Den  Statinen  werden  aber  auch  weitere, 
Cholesterol‐unabhängige  Wirkungen  zugeschrieben  102.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass 
Statine  die  Expression  der  eNOS  positiv  beeinflussen  können  und  so  zu  vermehrter  NO‐
Synthese  führen  105  106.  Allerdings  sind  auch  verschiedene  Nebenwirkungen  der 









sind  chirurgische  Interventionen  Mittel  der  Wahl  107.  Neben  hochinvasiven 
gefäßchirurgischen Verfahren wie der  intramuralen Endarteriektomie stehen auch weniger 
invasive  kathetergestützte  Methoden  zur  Wahl.  Mittels  der  endoluminalen  Angioplastie 











und  die  damit  einhergehende  massiv  herabgesetzte  endotheliale  NO‐Synthese.  Dies 
resultiert sehr häufig in einer reaktiven Hyperplasie der Zellen der glatten Gefäßmuskulatur. 





unbeschichteten  Stents  (bare  metal  stents,  BMS)  bei  25%  111.  Deshalb  wird  bei 
Stentimplantation  stets  als  zusätzliche  systemische  Therapie  die  duale 
Thrombozytenaggregationshemmung  (DTAH),  eine  Kombinationstherapie  aus 








PTAs  Stents  implantiert werden  und  bei  der Hälfte  dieser  Implantationen DES  verwendet 
werden,  bleibt  das  Problem  der  Stentstenone  aufgrund  des  fortwährenden 
Fremdkörperreizes in bis zu 10% der Fälle bestehen 107 118. Um dieses Problem als auch das 
der  Neointimaformation  zu  lösen,  wäre  eine  Kombination  der  bisher  eingesetzten  PTA‐
Interventionen mit einer Strategie  zur Wiederherstellung des Endothels und  zur Erhöhung 
der NO‐Bioverfügbarkeit wünschenswert (vgl. 1.2.1 sowie 1.2.1.1). 





die  NO‐Synthese  in  den  Gefäßabschnitten,  die  endotheliale  Dysfunktion  aufweisen  oder 
durch PTA‐Interventionen  stark geschädigt wurden,  steigert und  somit eine physiologische 
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Endothelfunktion  wiederherstellt.  Denkbar  wäre  etwa  eine  Gentherapie,  um  in  frühen 
Stadien  der  endothelialen  Dysfunktion  die  NO‐Synthese  zu  forcieren  und  somit  das 
Fortschreiten  der  Atheromformation  einzudämmen.  In  Stadien,  in  denen  das  Endothel 
bereits unwiederbringlich geschädigt ist, etwa nach PTA‐Intervention, könnte eine Zellersatz‐
Therapie  mit  Endothelzellen  die  Rate  an  Komplikationen,  wie  Neointimaformation  oder 
Stentstenosen, verringern. 





Auch  in  in  vivo Ansätzen wurde bereits  gezeigt, dass das Einschleusen  von  Fremd‐DNA  in 
Endothelzellen  mit  Hilfe  viraler  Vektoren  möglich  ist.  So  konnten  Qian  et  al.  durch 
Applikation von Hantavirus‐pseudotypisierten Lentiviren eine Überexpression von ecSOD  in 
Endothelzellen  und  VSMC  von  durch  Ballonkatheter‐Dilatation  geschädigten  Karotiden  in 





Auch  die  Strategie  des  Zellersatzes  zur  Reendothelialisierung  von Gefäßen wurde  bereits 
untersucht.  Die  Arbeitsgruppe  Bender  konnte  durch  Transplantation  von  autologen 
Endothelzellen  die  Morphologie  von  durch  Ballonkatheter‐Applikation  geschädigten 
Ileofemoralarterien  in  Kaninchen  verbessern  121.  Allerdings  wurde  zum  Zwecke  der 











Weiterhin  haben  sich  verschiedene  Arbeitsgruppen  mit  der  forcierten  Induktion  von 
Kollateralbildung zur Behandlung von pAVK beschäftigt. Die systemische Gabe von Plasmid‐
DNA  oder  adenoviralen  Vektoren  mit  VEGF‐Expressionkassette  stellte  sich  allerdings  als 
wenig  erfolgreich  heraus,  da  die  angewandte  Verabreichungsform  zur  systemischen 
Verteilung  der  eingebrachten  Agenzien  führte  und  die  Konzentration  von  Vektoren  am 
Zielgewebe  dementsprechend  gering  ausfiel  6  125.  Intramuskuläre  Applikation  von  VEGF‐




so  kann  eine  maximale,  ortspezifische  Wirkung  im  gewünschten  Gefäßsegment  erzielt 
werden, während die systemischen Nebenwirkungen so gering wie möglich gehalten wird 6 
129.  Es  gilt  demnach  einen  neuen  Ansatz  zu  etablieren,  der  diese  Limitationen  von 
Gentransfer  oder  Zellersatz  in  Blutgefäßen  überwindet.  Eine Möglichkeit  zur Optimierung 
von  gen‐  und  zelltherapeutischen  Strategien  wäre  etwa  der  Einsatz  von  magnetischen 
Nanopartikeln in Kombination mit magnetischen Federn. 
1.3 Magnetische Nanopartikel 
Das  Feld  der Nanotechnologie  und  der Nanobiotechnologie  hat  in  den  letzten  20  Jahren 
enorm  an  Bedeutung  gewonnen.  Verschiedene  Indikatoren  zeigen,  dass  diese 
Arbeitsbereiche  immer mehr  Relevanz  erlangen.  Im  Jahr  1999  wurden  Nanotechnologie 
start‐up‐Unternehmen  mit  etwa  800  Millionen  Euro  gefördert  130.  Die  Präsenz  von 
Nanotechnologie  und  Nanobiotechnologie  in  den  US‐Medien  stieg  von  etwa  200 
Erwähnungen im Jahr 1995 auf über 4000 im Jahr 2002 130 131. Allein in den USA wurden seit 
August 2008 884 neue US‐Patente veröffentlicht, die das Wort Nanopartikel enthielten 130. 
Diese  Aspekte  verdeutlichen, wie  viel  Potential  im  Bereich  der Nanotechnologie  und  der 
Nanobiotechnologie liegt. 
Vor  allem Nanopartikel  haben  einen  großen  Anwendungsbereich  in  der  biomedizinischen 
Forschung und kommen teilweise auch bereits bei klinischen Applikationen zum Einsatz.  In 
der heterogenen Gruppe der Nanopartikel gibt es wiederum eine Klasse an Partikeln, die sich 




Das  wichtigste  Charakteristikum  von  MNPs  ist  ihre  Größe.  Diese  liegt  im  Nanobereich 
zwischen 1 bis 100 nm 132. Diese geringe Größe beeinflusst die physikalischen Eigenschaften 
der  Partikel  weitreichend  und  bedingt,  dass  sie  sich  grundlegend  anders  verhalten  als 
größere Einheiten des Materials, aus dem sie hergestellt sind. Da MNPs kleiner sind als eine 
einzelne magnetische Domäne, ein sogenannter Weiss‐Bezirk, sind sie bei Raumtemperatur 
superparamagnetisch.  Bei  solchen  superparamagnetischen  Partikeln  ist  die  normale 
Raumtemperatur  ausreichend, um  zu einer  thermischen Destabilisation der magnetischen 
Domänen zu führen. Die einzelnen magnetischen Dipole können sich nicht mehr ausrichten 
und die resultierende Magnetisierung ist gleich null 133 134 (Abbildung 6, A). Bei Exposition in 
einem  externen  magnetischen  Feld  hingegen  richten  sich  die  magnetischen  Domänen 
entsprechend  aus  und  die  superparamagnetischen  Partikel  entwickeln  ein  magnetisches 
Moment 133 134 (Abbildung 6, B). Diese Magnetisierung geht verloren, wenn das externe Feld 














Dipole  der  Partikel  aufgrund  von  thermischer  Destabilisation  nicht  gleichmäßig  an.  Es  entsteht  kein 
Einleitung 
27 





Design  von  MNPs.  So  werden  zum  Beispiel  die  Stabilität  der  Partikel  aber  auch  deren 
magnetischen  Eigenschaften  stark  von  der  Beschichtung  beeinflusst.  Verschiedene 
Arbeitsgruppen  konnten  zeigen,  dass  im  Besonderen  die  Beschichtung mit  Phosphonaten 
den Magnetismus  der  Partikel  nicht  negativ  beeinflusst  137  (vgl.  3.1.9).  Natürlich  ist  die 
Beschichtung  der  Nanopartikel  auch  deshalb  von  besonderer  Bedeutung,  weil  sie  die 
Kommunikationsfläche des Partikels zur Umgebung darstellt. Vor allem bei funktionalisierten 
MNPs,  welche  z.B.  mit  monoklonalen  Antikörpern  beschichtet  sind,  ist  die 
Zusammensetzung und das Design der Nanopartikelhülle von entscheidender Bedeutung 134 











gegenüber  den  konventionellen Methoden.  Sie  verlangen  nicht  nach  einer  aufwendigen 
Aufarbeitung  der  Proben  oder  nach  hochspezialisiertem  Equipment,  es  ist möglich,  auch 
kleinste Probenvolumina zu untersuchen, und sie sind relativ preisgünstig 134. Eisen‐basierte 
Nanopartikel  werden  außerdem  bereits  erfolgreich  zur  Kontrastverstärkung  bei 
magnetresonanztomographischen  Messungen  verwendet  (Partikel  aus  Ferumoxid  wie 




Tumorzellen,  binden,  mit  einem  pharmakologischen  Wirkstoff,  z.B.  einem 
Chemotherapeutikum  134.  So  kann  bei  systemischer Verabreichung  von MNP‐gebundenen 
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durch  direkte  Exposition  gegenüber  einem magnetischen Wechselfeld.  Die  resultierende 





Das  Einbringen  von  Fremd‐DNA,  von  sogenannten  Transgenen,  in  Zellen wird  bereits  seit 
längerer  Zeit  standardmäßig  im  Labor  genutzt  sowie  auch  klinisch  im  Rahmen  der 
Gentherapie eingesetzt  155  156. Hierbei werden  sowohl die Transfektion als auch die Virus‐
vermittelte  Transduktion  genutzt.  Der  limitierende  Faktor  dieser  Verfahren  ist  die  recht 
geringe  Effizienz der DNA‐Aufnahme durch die  Zielzelle bzw. durch das  Zielgewebe  sowie 
auch die stark eingeschränkte Lokalisierbarkeit der Transfektion oder Transduktion 157. Um 
diese  beiden  Probleme  zu  umgehen,  gibt  es  seit  Mitte  der  1990er  Jahre  den  Ansatz, 
einzubringende  Fremd‐DNA  an MNPs  zu  koppeln  157. Durch  Applikation  eines  geeigneten 
magnetischen  Feldes  können  dadurch Nukleinsäuren,  die  an MNPs  gekoppelt wurden,  zu 
ihrer Zielstruktur geleitet werden. Dadurch wird zum einen eine zielgerichtete Positionierung 
der  Vektoren  ermöglicht  und  gleichzeitig  eine  Steigerung  der  Transfektions‐  bzw. 
Transduktionseffizienz  in  vitro  und  in  vivo  erreicht  158  159  160.  Seitdem  ist  der  Begriff 
Magnetofektion  für  die  kombinierte  Anwendung  von  Nukleinsäuren,  MNPs  und  einem 
magnetischen Feld gebräuchlich 161. 
Bei der Wahl der Vektoren, die zum Einbringen der fremden Nukleinsäuren in die Zelle nötig 
sind,  bieten  virale  Vektoren  einige  Vorteile  gegenüber  nicht‐viralen  Vektoren,  denn  sie 
führen  zu  einer  effizienteren  und  stabileren  Transgenexpression  156.  In  der  Gruppe  der 
verschiedenen  viralen  Vektoren  haben  vor  allem  die  auf  dem  humanen  Immundefizienz‐
Virus  (HIV) basierenden Vektoren einige  Eigenschaften, die  sie  als besonders  geeignet  für 
den  Einsatz  als  Gentransfer‐shuttle  ausweisen  156  162.  So  infizieren  die  zur  Familie  der 
Retroviren und zur Gattung der Lentiviren zählenden HI‐Viren sowohl mitotische Zellen, als 




Transgenexpression  durch  die Wirtszelle  führt. Und  schließlich  sie  sind  nur  sehr  schwach 
immunogen  156  162  163  164. Durch Einbringen des Glykoprotein G des vesikularen Stomatitis 
Virus (VSV) in die Virushülle konnten sogenannte VSV‐G pseudotypisierte HI‐Viren generiert 
werden, die einen sehr breiten Wirtszelltropismus aufweisen 165. 
Die  Methode  des  magnetischen  targeting  von  Nukleinsäuren  wurde  bereits  von 
verschiedenen  Arbeitsgruppen  erfolgreich  zur  effizienten  Transduktion  von  kultivierten 
Endothelzellinien genutzt 166 160. Auch in verschiedenen in vivo Ansätzen konnten bereits mit 
Hilfe der Magnetofektion unterschiedliche Gewebe, wie etwa das Gefäßendothel, zielgenau, 
wenn  auch  nur  punktuell,  transduziert  werden  167.  Grundlegend  für  die  zielgenaue 
Positionierung und damit lokale Anreicherung der mit Nukleinsäuren beladenen MNPs ist ein 
externer magnetischer Feldgradient  134  154. Mit Hilfe des magnetischen Gradienten können 













erreichen  und  die  bisher  in  der  Literatur  beschriebenen Methoden  zum Gentransfer  und 
Zellersatz  in Blutgefäßen  in  ihrer Lokalisierbarkeit, Effizienz und Spezifität zu verbessern. Es 
wurden zwei Strategien verfolgt: die Magnet‐gestützte direkte Transduktion des Endothels 
mit  Hilfe  von  magnetischen  Komplexen  sowie  die  Magnet‐gestützte  Positionierung  von 
magnetofizierten  Endothelzellen  unter  Flussbedingungen  (Abbildung  7).  Im  Rahmen  der 
direkten  Transduktion  wurden  residente  Endothelzellen  einer  Mausaorta  mit  Hilfe  von 






externen magnetischen  Feldes  ermöglicht  (Abbildung  7,  F).  Um  eine möglichst  effiziente 
Transduktion  bzw.  Wiederbesiedelung  des  Blutgefäßes  zu  erzielen,  wurde  ein  speziell 
berechnetes Magnetfeld genutzt, das eine  radialsymmetrische Anlagerung von Komplexen 
und  Zellen  erlaubte.  Der  Ansatz  der  Magnet‐gestützten  Zellpositionierung  wurde 
weiterführend auch für ein  in vivo Model adaptiert, um die Anwendbarkeit dieser Strategie 
unter  physiologischen  Blutfluss‐  und  Blutdruckbedingungen  zu  testen.  Hierbei  wurden 





Die  beiden  hier  beschriebenen  Strategien  können  langfristig  zu  einer  neuen  oder 
ergänzenden  Therapiestrategie  bei  der  Behandlung  von Gefäßerkrankungen,  zum  Beispiel 
Atheroskleose,  führen.  Die  in  dieser  Arbeit  vorgestellte Magnet‐gestützte,  zielgerichtete 














A:  Darstellung  eines  superparamagnetischen  Nanopartikels.  B:  Darstellung  eines  Lentivirus,  wie  er  als 
Transgenvektor genutzt wurde. Durch das Einbringen verschiedener Transgen‐tragender Plasmide in das Virus 
konnten je nach Fragestellung verschiedenen Gene übertragen werden. C: Darstellung einer Endothelzelle, die 
Magnet‐gestützt magnetische  Komplexe  aufgenommen  hat, welche  nun  im  Zytoplasma  der  Zelle  vorliegen. 
Durch diese Behandlung wurde die Zelle gleichzeitig transduziert und magnetisiert. E: Die Strategie der direkten 
Endotheltransduktion  (Gentherapie):  magnetische  Komplexe  bestehend  aus  MNPs  und  Lentiviren  werden 
unter  Flussbedingungen  in  ein  Gefäß  eingebracht  und  mit  Hilfe  eines  externen  magnetischen  Feldes 

















































































































































































































































































































































































































Verwendet wurden  selbst‐inaktivierende  (SIN), VSV‐G pseudotypisierte  Lentiviren  (LV) der 
dritten  Generation  basierend  auf  dem  lentiviralen  rrl‐Vektor  162  156  172.  Bei  lentiviralen 
Konstrukten dieser Generation liegt der das Transgen tragende Vektor getrennt vom Vektor 
mit  den  Verpackungsplasmiden  (pMDL/pRPE,  RSV‐rev,  pMD.G)  vor  173.  Die  Virustitration 












Expression der  verstärkten Variante des grün  fluoreszierenden Proteins  (eGFP) unter dem 
Cytomegalivirus (CMV) Promoter. Der eGFP‐Vektor wurde ebenfalls von Dr. Inder M. Verma 
















von  Prof.  Kräusslich  (Institut  für  Virologie,  Universität  Heidelberg,  Deutschland)  zur 
Verfügung gestellt. 
3.1.9 Magnetische Nanopartikel (MNPs) 
Die  Herstellung  und  nähere  Charakterisierung  der  superparamagnetischen  Nanopartikel 











der  Nanopartikel  setzt  sich  aus  Siliziumoxid  und  Phosphonatgruppen  zusammen.  Die 
Hüllschicht  entsteht  bei  Kondensation  von  Tetraethylorthosilikat  (TEOS)  und 
Propylmethylphosphonat  (THPMP).  In  nachfolgender  Tabelle  sind  die  wichtigsten 
physikalischen  Eigenschaften  der  SO‐Mag5  Nanopartikel  sowie  auch  die  Größe  und  das 
elektrokinetische  Potential  von  Komplexen  bestehend  aus MNPs  und  LV  am  Beispiel  von 
CMV‐eGFP LV zusammengefasst 170. 
 





































































































wt  Mäuse  (CD1)  sowie  C57/Bl6  J  Mäuse  (Bl6)  wurden  über  Charles  River  (Sulzfeld, 
Deutschland)  bezogen.  Ein  eNOS‐defizienter Mausstamm  (eNOS‐/‐)  auf Hintergrund  eines 
C57/Bl6 Mausstammes wurde am  Institut selbst gezüchtet. Die eNOS‐/‐ Elterntiere wurden 




durchgeführt.  Sie  wurden  weiterhin  durch  die  lokale  Ethikkommission  nach  §15‐
Tierschutzgesetz und das Landesamt  für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW bzw. 
die  zuständige  Kreisordnungsbehörde  genehmigt  (Aktenzeichen  des  Tierversuchs:  87‐
51.04.2010.A087). 
3.2 Ex vivo Perfusionsexperimente 
Alle  Perfusionsexperimente wurden mit Hilfe  des  ex  vivo  Perfusionssystems  durchgeführt 
(Abbildung 9). Für erste Experimente wurde Polyethylenschlauch als Gefäßersatz verwendet. 
Im  weiteren  Verlauf  wurden  Mausaorten  eingesetzt.  Im  Rahmen  der 
Aortenperfusionsexperimente wurden zwei unterschiedliche Strategien verfolgt (vgl. 2). Zum 
einen  wurden  Aorten  mit  magnetischen  Komplexen  bestehend  aus  LV  und  MNPs 
perfundiert, um eine Transduktion der residenten murinen Endothelzellen zu erreichen. Zum 
anderen  wurden  deendothelialisierte  Aorten  mit  zuvor  transduzierten  und  mit  MNPs 





Das  ex  vivo  Perfusionssystem  (Abbildung  9  (A))  wurde  sowohl  für  die  Perfusion  von 
Polyethylenschläuchen als auch für die Perfusion von Mausaorten verwendet 167 166 170 169. Es 






die  Perfusionskammer  dar  (Abbildung  9  (B)).  In  dieser  können  zwei  abgeflexte,  stumpfe 
Kanülen  (21G)  fixiert werden, auf die dann die zu perfundierenden Schläuche bzw. Aorten 
aufgezogen  werden  können.  Im  Falle  der  Aorten  erfolgte  mittels  eines  Stücks 
handelsüblichen Bindfadens eine Fixierung der Gefäße auf den Kanülen. Die Kammer wurde 
für die Experimente mit 37°C warmem DMEM befüllt. Ebenso wurde das Perfusionssystem 
mit  10  ml  37°C  warmem  DMEM  befüllt,  welches  dann  mit  einer  Geschwindigkeit  von 
4,5 ml/Minute weitergepumpt wurde. Der Druck in den Schläuchen bzw. Gefäßen entsprach 
40 mmHg. Nach einer halben Stunde wurde die Perfusion gestoppt. In dieser Zeit konnte das 





A:  Das  für  die  Schlauchperfusion  und  die  ex  vivo  Aortenperfusionen  genutzte  Perfusionssystem.  B: 
Perfusionskammer mit Kanülen, auf die die zu perfundierenden Schläuche oder Aorten aufgezogen wurden. C: 
Magnethalterung mit  eingefügten  Stabmagneten;  die  Orientierung  der  einzelnen  Stabmagnete  zueinander 
wurde durch eine farbliche Markierung der Magnetpole erleichtert. 
3.2.1.1 Magnetfeld für ex vivo Perfusionen 
Während  der  gesamten  30‐minütigen  Perfusion waren  die  zu  perfundierenden  Schläuche 








von  MNP‐haltigen  Ferrofluiden  genutzt  werden  sollen,  dass  kein  uniformes  Magnetfeld 
erzeugt  wird,  welches  lediglich  eine  Drehkraft  auf  im  Fluid  enthaltenen  MNPs  ausübt. 
Vielmehr müssen magnetische Feldgradienten entstehen, mit denen auch auf eine gewisse 
Entfernung hin eine translationale Kraft auf die MNPs ausgeübt werden kann 129 154 171. Die 
von  den  in  dieser  Arbeit  untersuchten  Magnetquaderkonfigurationen  hervorgerufenen 
magnetischen  Felder  wurden  zuvor  durch  die  Arbeitsgruppe  von  Dr.  Bernhard  Gleich 
(Zentralinstitut für Medizintechnik, Technische Universität München) berechnet 169. Getestet 
wurden  zwei  verschiedene  Konfigurationen.  Eine  potentiell  gute  Magnetkonfiguration  A 
(Konfig  A),  bei  der  die  Magnetquader  in  einer  Dreier‐Gruppe  die  gleiche  Orientierung 
aufweisen  und  sich  gegenüberstehende  Dreiergruppen  abstoßen,  wodurch  ein  starkes, 
homogenes Magnetfeld  generieren werden  sollte.  Im direkten Vergleich dazu wurde eine 
potentiell schlechte Konfiguration B (Konfig B) getestet, bei der die Magnetquader  in einer 
Dreier‐Gruppe  abwechselnde  Orientierung  aufweisen  und  sich  gegenüberstehende 
Dreiergruppen anziehen, wodurch ein schwaches, inhomogenes Feld hervorgerufen werden 
























mit  Konfiguration  A  (A)  sowie  Konfiguration  B  (B).  Diagramm  a  zeigt  den  prozentualen  Anteil  der 
zurückgehaltenen Komplexe entlang der x‐Achse des zylindrischen Models. Diagramm b stellt den prozentualen 
Anteil der zurückgehaltenen Komplexe entlang der Zirkumferenz des zylindrischen Modells dar. In Abbildung c 









Für  die  Schlauchperfusionsexperimente  wurden  Polyethylenschläuche mit  einem  inneren 
Durchmesser  von  0,75  mm  auf  die  Kanülen  der  Perfusionskammer  aufgezogen.  Dieser 
Durchmesser entspricht dem einer murinen Aorta. Die Magnethalterung wurde angelegt und 
die  Perfusion wie  unter  3.2.1  beschrieben  gestartet.  Alle  Schlauchperfusionsexperimente 
wurden mit magnetischen Komplexen durchgeführt. Zur Generierung der Komplexe wurde 
fluoreszierender pCHIV  LV  (vgl.3.1.8.2)  in einer Konzentration  von 8,7*108 VPs  zusammen 







Zur Präparation  von Mausaorten wurden die Mäuse mittels  zervikaler Dislokation  getötet 
und  anschließend  mit  70%igem  Alkohol  desinfiziert.  Die  Tiere  wurden  auf  dem  Rücken 
liegend  mit  Kanülen  auf  einer  Styroporunterlage  fixiert.  Zunächst  wurde  durch  einen 
medianen Schnitt das Abdomen und der Thorax eröffnet. Nun wurde mittels einer weiteren 
Kanüle  das  Herz‐Lungen‐Paket  vorsichtig  zur  Seite  gepinnt,  um  die  ventral  entlang  der 
Wirbelsäule  verlaufende  Aorta  besser  darstellen  zu  können.  Durch  einen  weit  kranial 
angesetzten  Scherenschlag  wurden  Aorta  und  Wirbelsäule  durchtrennt.  Im  Falle  einer 
späteren Verwendung des Gefäßes für Zellpositionierungsexperimente wurde das Gefäß mit 
Hilfe  eines  dünnen  Drahtes  deendothelialisiert.  Hierzu  wurde  der  Draht  in  die  kranial 
eröffnete  Aorta  eingeführt,  etwa  bis  zum  Abgang  der  Nierenarterien  nach  distal 
vorgeschoben  und  insgesamt  dreimal  vor  und  zurück  bewegt.  Um  der  unterschiedlichen 
Körpergröße der für die Experimente eingesetzten Mausstämme gerecht zu werden, wurde 
für die größeren CD1 Tiere ein Draht mit einem Durchmesser von 0,8 mm verwendet und für 
die  kleineren  Bl6  und  eNOS‐/‐  Tiere  ein Draht mit  einem Durchmesser  von  0,6 mm. Die 
Aorten, die für Perfusionen mit magnetischen Komplexen verwendet wurden, wurden nicht 










Gefäße wurden  auf  zwei  in  die  Perfusionseinheit  eingespannte  Kanülen  aufgezogen. Nun 
wurde das DPBS aus der Kammer entfernt und die  Interkostalgefäße mit einem Lötkolben 
vorsichtig kauterisiert, um sie dadurch zu verschließen. Anschließend wurde die Kammer mit 
37°C  warmem  DMEM  ohne  weitere  Zusätze  gefüllt  und  die  Magnethalterung  angelegt. 















Universität  Bonn),  wie  nachfolgend  beschrieben,  präpariert  und  freundlicherweise  zur 
Verfügung gestellt. 
Alle  Versuche  wurden  mit  bovinen  pulmonalarteriellen  Endothelzellen  (bPAECs) 
durchgeführt.  Diese  wurden  mit  Hilfe  von  Komplexen  bestehend  aus  LV  und  SO‐Mag5 
magnetofiziert, also transduziert und gleichzeitig magnetisiert 166. 200.000 Zellen wurden in 












und die bPAECs mit  Endothelzellmedium bedeckt. Die  Zellen wurden  3 bzw.  5  Tage nach 
Transduktion  von  der  Zellkulturschale  abgelöst  und  für  den  Versuch  verwendet.  Für  die 






vivo  Anwendung  zur  Zellpositionierung  etabliert.  Hierzu  wurde  das  von  Lindner  et  al. 
beschriebene und gut charakterisierte Model der Schädigung der Arteria carotis communis 
(ACC) der Maus gewählt, bei der das Endothel der ACC mit Hilfe eines dünnen Stahldrahtes 
entfernt wird  167  178. Zur Narkoseeinleitung  sowie auch  zu deren Aufrechterhaltung wurde 
eine  Inhalationsnarkose  mit  Isofluran    gewählt  (Narkoseeinleitung:  4 Vol % Isofluran; 
Narkoseaufrechterhaltung:  1,0 – 1,5 Vol %  Isofluran).  Da  eine  Spontanatmung  der 
anästhesierten  Mäuse  gegeben  war,  wurde  die  Begasung  der  Tiere  mit 
Inhalationsanästhetikum  über  eine Maske  in  Form  einer  entsprechend  gekürzten  10  ml 
Spritze  gewählt. Die  chirurgischen  Eingriffe wurden  auf  einer  37°C warmen Wärmeplatte 
unter  einem  Stereomikroskop  durchgeführt.  Die Mäuse wurden  nach  dem  Erreichen  des 
Stadiums  der  chirurgischen  Toleranz  auf  dem  Rücken  liegend  mit  Leukofix  auf  der 
Wärmeplatte  fixiert,  mittels  eines  Einmalrasierers  enthaart  und  mit  Kodan‐








durch  einen  kaudal  angelegten  Fadenzügel  aus  6/0  Seide  sowie  durch  zwei  kraniale 
Fadenzügel, die  jeweils die  lateral verlaufende Arteria carotis  interna  (ACI) und die medial 
verlaufende Arteria carotis externa  (ACE) unterminierten, temporär von der Blutzirkulation 
abgetrennt  (Abbildung  12,  A).  Danach wurde  an  der  ACE mittels  einer  Federschere  eine 
Arteriotomie  quer  zur Gefäßachse  durchgeführt. Durch  die  so  entstandene Gefäßöffnung 
wurde ein Edelstahldraht mit einem Durchmesser von 0,2 mm und einer  leicht gebogenen 
Spitze  durch  die  ACE  weit  kaudal  in  die  ACC  eingeführt  und  unter  einer  drehenden 
Bewegung  wieder  herausgezogen  (Abbildung  12,  B).  Auf  diese  Weise  wurde  die    ACC 
deendothelialisiert 178. Als nächster Schritt  folgte die  Injektion der magnetofizierten Zellen. 
Zu diesem Zweck wurde eine  Injektionsvorrichtung etabliert, die aus einer Gelladepipette, 
einem  Venenpunktionsbesteck  mit  einer  27  G  Nadel  und  einer  1  ml  Spritze  besteht 
(Abbildung 13, A und B). Die Vorrichtung wurde mit Heparin gespült, um einer Koagulation 
von  Blut, welches  im  Verlauf  der  Zellinjektion  und  der Magnetapplikation  in  das  System 
eindringen kann, entgegenzuwirken. Die Vorrichtung wurde daraufhin Luftblasen‐frei mit der 
Suspension  der  zu  injizierenden  Zellen  befüllt.  Pro Maus wurden  jeweils  100  000  bPAECs 
suspendiert  in 200 µl Endothelzellmedium  injiziert. Die Präparation der Zellen erfolgte wie 





mittels  einer  Magnethalterung  (Abbildung  13,  C)  direkt  über  der  ACC  platziert.  Die 
Modifikation  der  Magnetkonfiguration  und  damit  des  Magnetfelds  wurde  aufgrund  der 
Größenverhältnisse  im  Bereich  des  Operationsfeldes  und  der  eingeschränkten 
Mobilisierbarkeit  der  ACC  vorgenommen,  die  keine  vollständige  Umschließung  der 
Halsschlagader mit der kompletten in 3.2.1 beschriebenen Magnethalterung erlauben. Durch 
Lockerung des kaudalen und des die ACI unterminierenden Fadenzügels wurde der Blutfluss 
wiederhergestellt.  Nun  wurden  die  Zellen  unter  Applikation  des  Magnetfeldes  und  bei 








wurden  zurückverlagert  und  die Hautwunde wurde mit  einer  fortlaufenden Naht  aus  6/0 
Prolene  geschlossen.  Um  eine  ausreichende  Analgesie  und  Antibiose  sicherzustellen, 
erhielten alle Tiere prä‐operativ eine subkutane Injektion von 100 mg/kg KG Cefuroxim und 
100 mg/kg KG Metamizol. Zur Unterdrückung einer eventuellen immunbedingten Abstoßung 
der  aus  Rindern  stammenden  bPAECs  wurde  den  Mäusen  zusätzlich  intraperitoneal  40 
mg/kg KG/Tag Ciclosporin verabreicht. Die Ciclosporingabe wurde bis zur finalen Analyse der 
operierten Mäuse  in  einem  Abstand  von  24  Stunden  wiederholt,  um  einen  ausreichend 












Blutfluss  in  der  ACC  temporär  unterbrochen  werden.  m=medial,  l=lateral,  kd=kaudal,  kr=kranial, 




orangenen  Pfeile)  über  die Arteriotomiewunde  in die  Strombahn der ACC  eingeführt. Durch  Lockerung des 
kaudalel  Fadenzügels  und  des  Fadens  um  die  ACI wurde  der  Blutfluss  in  der  ACC wiederhergestellt.  Nach 
















A bis B:  Injektionsvorrichtung  zur  Injektion von 200 µl Zellsuspension  in die ACC der Maus. Die Vorrichtung 
setzt  sich  aus  einer  1 ml  Spritze,  einem  Venofix®  Venenpunktionsbesteck mit  einer  27  G Nadel  und  einer 
Gelladepipette, die über die Arteriotomiewunde  in die Halsschlagader  eingeführt wird,  zusammen.  Letztere 
Bestandteile  sind  in  Bild  B  noch  einmal  vergrößert  dargestellt.  C: Magnethalterung wie  sie  bei  der  in  vivo 
Zellinjektion in die ACC der Maus verwendet wurde. Über ein Schraubgewinde konnte die Höhe der Apparatur 
stufenlos adaptiert werden, sodass eine Platzierung dicht über dem Blutgefäß erreicht werden konnte. D bis F: 
Der  vordere  Teil  der Magnethalterung mit  den  eingefügten  Stabmagneten  ist  hier  noch  einmal  vergrößert 
dargestellt. In der seitlichen (D), unteren (E) und schrägen (F) Ansicht wird deutlich, dass die Orientierung der 
Magnete zueinander der Anordnung der Magnete  in der Magnetkonfiguration A entspricht, wie sie für die ex 
vivo  Perfusionsexperimente  genutzt  wurde  (vgl.  3.2.1.1).  Die  Modifikation  wurde  aufgrund  der 
Größenverhältnisse  im  Bereich  des  Operationsfeldes  und  der  eingeschränkten  Mobilisierbarkeit  der  ACC 
















Perfusion  mit  magnetischen  Komplexen  folgten  zur  funktionellen  Analyse  der  Gefäße 
isometrische Kraftmessungen im Drahtmyographen (Abbildung 15). Dazu wurden die Aorten 
mittels  Federschere  in  drei  bis  vier  jeweils  2  mm  lange  Ringe  zerteilt  und  in  die 
Versuchskammern des Myographen eingespannt. Im Falle von in vivo Zellinjektionen wurde 
die linke ACC an Tag 2 nach Zellinjektion in einer Länge von etwa 2 mm entnommen und in 
den  Drahtmyographen  eingespannt.  Für  die  Kraftmessungen  wurden  die  Gefäßringe 










submaximalen  Phenylephrin‐induzierten  Kontraktionen  gebildet  (im  Weiteren  als  Ratio 
bezeichnet).  Die  Ratio  gab  Aufschluss  über  den  Gefäßtonus  und  wurde  zur  indirekten 
Ermittlung der basalen NO‐Produktion  in den Gefäßringen genutzt. Nach der  isometrischen 







bestimmt  wurde.  Nach  Vorkontraktion  (nicht  gezeigt)  wurde  die  Aorta  insgesammt  3  Mal  durch 
Phenylephrinapplikation kontrahiert. Die erste in dieser Abbildung gezeigte Phenylephrinkontraktion (1) ist die 
letzte  dieser  drei  submaximalen  Kontraktionen.  Nach  Auswaschen  des  Phenylephrins  wurde,  sobald  das 
Grundniveau wieder erreicht war, der NOS‐Inhibitor L‐NAME zugegeben (2). Nach 3 Minuten wurde ohne einen 
zwischengeschalteten Waschschritt  erneut  mit  Phenylephrin  kontrahiert  (3).  Zur  statistischen  Auswertung 
wurde die Ratio der Kontraktionen  (hervorgehoben durch die roten Pfeile) ermittelt, welche Ausschluss über 
den Gefäßtonus gab und mit der basalen NO‐Produktion korrelierte. Je höher diese basale NO‐Produktion war, 
desto  höher  fiel  die  zweite  Kontraktion  unter  L‐NAME  Einfluss  aus,  da  der  vasorelaxierende,  einer 
Vasokonstriktion entgegenwirkende Effekt von NO fehlte – die Ratio wurde größer. 
3.5 Angiogenese‐Assay 
Als weitere  funktionelle  Analyse  der  perfundierten  Aorten wurde  ein  Angiogenese‐Assay 
durchgeführt.  Hierbei  wurde  das  angiogenetische  Potential  von  Zellkulturüberständen 








Stunden bei 37°C  in 200 µl Opti‐MEM  inkubiert. D: Das so gewonnene VEGF‐haltige Medium wurde  für den 





CD1  Aorten  wurden  wie  unter  3.2.3.1.1  beschrieben  mit  magnetischen  Komplexen 
perfundiert. Für die Herstellung der Komplexe wurden CMV‐VEGF  LV und SO‐Mag5 MNPs 
verwendet.  Nach  der  30‐minütigen  Perfusion  und  nach  Abwarten  der  6‐tägigen 
Inkubationszeit  in 20% DEMEM wurden die perfundierten Aorten  in etwa 1 cm  lange Ringe 
geschnitten. Diese wurden in die Vertiefungen einer 96‐well Zellkuturplatte überführt, in der 
entweder  für  ELISA  Messungen  200  µl  5%  DMEM  oder  für  Aortenring‐Aussprossungs‐
Versuche 200 µl Opti‐MEM+P/S  je Vertiefung vorgelegt waren. Nach einer  Inkubationszeit 
von  6  Stunden  bei  37°C  wurde  das  Medium  mittels  ELISA  weiter  analysiert  oder  für 
Aortenring‐Aussprossungs‐Versuche verwendet. 
3.5.2 Bestimmung der VEGF‐Konzentration im Medium 
Zur Bestimmung  der VEGF‐Konzentration  in  dem  Zellkulturüberstand,  der wie  unter  3.5.1 
beschrieben  mit  VEGF  angereichert  wurde,  wurde  ein  kolorimetrischer  VEGF‐ELISA 
(Quantikine  ELISA  für  humanes  VEGF,  R&D  Systems,  Abingdon,  United  Kingdom) 
Materialien und Methoden 
57 
durchgeführt.  Für  diese  Versuche  wurden  die  zuvor  perfundierten  Ringe  in  5%  DMEM 
inkubiert. Durch das im Medium in geringer Konzentration enthaltene FKS wurde eine für die 
ELISA‐Messung notwendige Stabilisierung des VEGFs erreichen. Als Negativkontrolle wurden 
Überstände  verwendet,  in denen Aortenringe  inkubiert wurden, die  zuvor mit Komplexen 
bestehend aus rr‐156 LV und SO‐Mag5 MNPs transduziert wurden. Der Immunoassay wurde 
wie vom Hersteller empfohlen durchgeführt. Die Überstände der mit Leervirus perfundierten 
Aortenringe wurden  vor  der Messung  1:2  verdünnt.  Die  Überstande  der mit  VEGF‐Virus 
perfundierten  Ringe wurden  in  einer  1:50 Verdünnung  eingesetzt. Von  einer  im  ELISA‐Kit 
enthaltenen  VEGF‐Standardlösung  wurden  verschiedene  Verdünnungsstufen  mit  jeweils 
bekannter VEGF‐Konzentration angefertigt und analog zu den Proben behandelt. Sämtliche 
Proben  sowie  auch  die  Verdünnungsstufen  der  Standard‐Lösung  wurden  als  Duplikate 




gemittelt. Anhand  der  Extinktionswerte  der  bekannten VEGF‐Konzentrationen wurde  eine 
Standardkurve  erstellt,  mit  deren  Hilfe  die  Bestimmung  der  VEGF‐Konzentration  in  den 
Proben erfolgte. 
3.5.3 Aortenring‐Aussprossungs‐Versuch 
Im  weiteren  Verlauf  wurde  das  angiogenetische  Potential  des mit  VEGF  konditionierten 
Mediums  in  einem  Aortenring‐Aussprossungs‐Versuch  überprüft  (Abbildung  16)  179.  Es 
wurden wie unter 3.2.3 beschrieben Aorten aus Bl6 Mäusen entnommen und präpariert. Die 
Aorten wurden  in  ca.  0,5  cm  große  Ringe  zerteilt  und  über  Nacht  in  Opti‐MEM+P/S  im 











Dokumentation  am  Mikroskop  erfolgte  an  Tag  8.  Hierzu  wurden 




Transduktionserfolgs  auf  mRNA‐Ebene  mittels  quantitativer  Echtzeit  Polymerase‐
Kettenreaktion  (qRT‐PCR). Dazu wurden  die  zuvor  im Drahtmyographen  gemessenen  und 
eingefrorenen Aorten verwendet (vgl. 3.4). 
3.6.1 Homogenisierung der Aorten 
Um  die  RNA  aus  den  Aorten  zu  gewinnen,  wurden  diese  zunächst  homogenisiert.  Dazu 
wurden zunächst zwei 7mm Stahlkugeln in ein 2ml Reaktionsgefäß mit abgerundetem Boden 
gegeben  und  15  Minuten  bei  ‐80°C  heruntergekühlt.  Anschließend  wurde  die  zu 
homogeniesirende Aorta  in ebendieses Reaktionsgefäß überführt.  Es wurden 350 µl RNA‐
Lysepuffer  zugegeben. Das  Reaktionsgefäß wurde  in  den  Tissue  Lyser  LT  gestellt  und  bei 
einer  Frequenz  von 50 Hz  für 8 Minuten homogenisiert. Das  so  gewonnene Homogenisat 
wurde sofort, wie unter 3.6.2 beschrieben, weiterverarbeitet. 
3.6.2 RNA‐Isolation 
Das  Aortenhomogenisat wurde  für  7 Minuten  bei  einer Geschwindigkeit  von  13.000  rpm 




finale  Elution  der  RNA  erfolgte  mit  14  µl  RNAse‐freiem  Wasser.  Die 
Konzentrationsbestimmung wurde am Spektrophotometer durchgeführt. 
3.6.3 Reverse Transkription und qRT‐PCR 
Die  reverse  Transkription  der  RNA  in  komplementäre  DNA  (cDNA)  erfolgte  direkt 
anschließend.  Hierzu  wurde  das  SuperScript  VILO  cDNA  Synthese  Kit  (Life  Technologies, 
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Die  relative Genexpression wurde entweder nach der  ΔCt‐Methode oder nach der  ΔΔ Ct‐
Methode bestimmt. Bei diesen Methoden ergibt sich die Genexpression aus 2‐ΔCt bzw 2‐ΔΔCt. 









Zur  Bestimmung  der  während  der  Perfusionsexperimente  zurückgehaltenen  Eisenmenge 
wurde  eine  kolorimetrische  Nicht‐Häm‐Eisen‐Bestimmung  durchgeführt  181.  Die  für  die 
Analyse  verwendeten  Schläuche  sowie  die  Aorten  wurden,  wie  zuvor  unter  3.2.2  bzw. 
3.2.3.1.1 beschrieben, mit magnetischen Komplexen perfundiert. Der Eisenniederschlag aus 
den  Schläuchen wurde mit  300 µl  Säurelösung  (vgl.  3.1.5)  ausgespült  und  das  Eluat  über 
Nacht bei 65°C  inkubiert. Die bis zur Analyse bei ‐80°C gelagerten Aorten wurden ebenfalls 
über  Nacht  bei  65°C  in  300  µl  Säurelösung  lysiert.  Durch  diese  Inkubation  wurde  das 
während  der  Perfusionen  zurückgehaltene  Eisen  in  seine  ionisierte  Form  überführt  und 
vorhandenes  Protein  denaturiert.  Am  darauffolgenden  Tag  wurden  die  Proben 
abzentrifugiert  und  nur  der  Überstand  für  die  weitere  Analyse  verwendet.  In  einer 
transparenten  96‐well  Zellkulturplatte  wurden  50  µl  Probe  in  verschiedenen 
Verdünnungsstufen  vorgelegt.  Durch  Zugabe  von  20  µl  10%  Hydroxylaminhydrochlorid‐
Lösung, 100 µl Ammoniumazetat und  schließlich 50 µl 0.1% Phenantrolin‐Lösung  in dieser 
Reihenfolge wurde  ein  stabiler  orange‐roter  Farbkomplex  aus  dem  zweiwertigen  Eisenion 
und  Phenanthrolin  gebildet,  dessen  Intensität  direkt  mit  der  in  der  Probe  enthaltenen 
Eisenmenge  korreliert.  Zur  Generierung  einer  Standardreihe  wurden  entsprechende 
Verdünnungen  der  Eisen‐Standard‐Lösung  verwendet.  Sämtliche  Proben  sowie  auch  die 
Verdünnungsstufen  der  Standard‐Lösung  wurden  als  Tripletts  gemessen.  Die  durch  die 
Farbstoffentwicklung gegebene Absorption wurde mit Hilfe eines Plattenlesegeräts bei 510 
nm registriert. Die Messwerte der Dreifachmessung  jeder Probe wurden gemittelt. Anhand 
der  Extinktionswerte  der  Standardreihe mit  bekannten  Eisen‐Konzentrationen wurde  eine 
Standardkurve  erstellt,  mit  deren  Hilfe  die  Bestimmung  der  Eisen‐Konzentration  in  den 
Proben erfolgte. 
3.7.2 Proteinnachweis 






‐80°C  gelagert. Mit  Zellen  perfundierte  Aorten  (vgl.3.2.3.1.2) wurden  direkt  nach  der  30‐
minütigen Perfusion eingefroren. Es erfolgte keine vorherige Messung im Drahtmyographen. 
3.7.3 Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung 
Zunächst  wurden  die  Aorten  zur  Isolation  des  Proteins  wie  unter  3.6.1  beschrieben 
homogenisiert. Zur Proteingewinnung erfolgte die Homogenisierung  in 120 µl RIPA‐Puffer. 
Nach  dem  8‐minütigen  Homogenisationsprozess  wurden  die  Reaktionsgefäße  für  zehn 
Minuten bei 13.000 rpm  in einer auf 4°C heruntergekühlten Zentrifuge abzentrifugiert. Der 
Überstand  wurde  in  ein  sauberes  Reaktionsgefäß  überführt.  Die  Bestimmung  der 






Aktin  nachgewiesen.  Dazu  wurden  die  Proteinextrakte  nach  der  Laemmli‐Methode 




Wasser,  2,5  µl  TEMED,  40  µl  10%  (w/v)  APS)  überschichtet.  Danach  wurden  5  µg 
(Zellperfusionsexperimente)  beziehungsweise  15  µg  (direkt  transduzierte  Aorten)  Protein 
pro Probe  in SDS‐Probenpuffer aufgenommen und bei 95°C für 5 Minuten denaturiert. Das 
polymerisierte Gel wurde  in der  Laufkammer platziert, die mit SDS‐Laufpuffer befüllt war. 





aufgetrennten  Proteine  (vgl.  3.7.4.1)  mit  Hilfe  des  Semidry‐Blotverfahrens  auf  eine 
Materialien und Methoden 
62 
Nitrozellulose‐Membran  übertragen.  Hierzu  wurden  zwei  Filterpapiere  in  Transferpuffer 
getränkt und das ebenfalls in Transferpuffer getränkte Trenngel auf die Membran gelegt. Gel 
und  Membran  wurden  zwischen  die  zwei  Filterpapiere  gelegt  und  in  eine  Semidry‐
Blotkammer  überführt.  Der  eigentliche  Transfer  erfolgte  für  30  Minuten  bei  einer 
konstanten Spannung von 25V. 
3.7.4.3 Tankblot 
Im  Falle  einer  späteren  Immundetektion  des  Proteins  eNOS  mit  einer  relativ  großen 
Molekülmasse  von  130  kDa  13  wurde  ein  alternatives  Verfahren  zur  Übertragung  der 
aufgetrennten  Proteine  auf  die Nitrozellulose‐Membran  gewählt,  das  Tankblot‐Verfahren. 
Hierzu  wurden  zwei  Stücke  Vlies  in  Tankblotpuffer  getränkt  und  das  ebenfalls  in 
Transferpuffer  getränkte  Trenngel  auf  eine  Nitrocellulose‐Membran  gelegt.  Gel  und 





β‐Aktin  nachgewiesen.  Zunächst  wurde  die  Nitrocellulosemembran  zum  Blockieren  aller 
unspezifischen Antikörperbindungsstellen  für 30 Minuten  in 5% Magermilchpulver  in TBST 
Puffer inkubiert. Die Bindung der primären Antikörper (vgl. 3.1.10.3) erfolgte entweder über 
Nacht bei 4°C oder  für 2  Stunden bei Raumtemperatur  in 5% Milchpulver  in  TBST‐Puffer. 
Anschließend wurde  die Membran  3 Mal  für  10 Minuten  in  TBST‐Puffer  gewaschen,  um 
ungebundenen Antikörper zu entfernen. Danach erfolgte die  Inkubation mit den  jeweiligen 
Peroxidase‐gekoppelten  Sekundärantikörpern  (vgl.  3.1.10.4)  für  1  Stunde  bei 
Raumtemperatur. Danach  folgten 3 weitere Waschschritte. Die  Inkubation mit sekundären 
Antikörpern  entfiel,  wenn  der  primäre  Antikörper  bereits  direkt  mit  einer  Peroxidase 
konjugiert war.  Durch  die  Kopplung  der  Sekundärantikörper mit  Peroxidase  konnten  die 
Proteine  von  Interesse mit  Hilfe  einer  Chemolumineszenzreaktion  nachgewiesen werden. 
Dafür  wurden  die  beiden  Reagenzien  des  ECL‐Analyse‐Systems  zu  gleichen  Teilen 
miteinander  gemischt  und  auf  die  Nitrozellulosemembran  gegeben.  Das  entstehende 
Chemolumineszenzsignal wurde mit Hilfe von Röntgenfilmen detektiert. Die Filme wurden zu 
Dokumentationszwecken  abfotografiert.  Im  Falle  einer  semiquantitativen  Auswertung  der 
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relativen  Proteinexpression wurden  die  entwickelten  Röntgenfilme mit  der WCIF  Image  J 
Software  analysiert.  Die  relative  Expression  von  eNOS‐  und  eGFP‐Protein  wurde  durch 
Normierung auf β‐Aktin erhalten. 
3.7.5 Bestimmung der cGMP‐Konzentration in den perfundierten Aorten 
Zum  indirekten Nachweis  der  Aktivität  der  eNOS  in  den  perfundierten  Aorten wurde  ein 
cGMP  Nachweis  durchgeführt.  Für  diese  Experimente  wurden  die  mit  magnetischen 




Stickstoff  eingefroren  und  bis  zur  weiteren  Verwendung  bei  ‐80°C  gelagert.  Der  cGMP‐
Nachweis erfolgte mit Hilfe des Monoclonal Anti‐cGMP Antibody Based Direct cGMP ELISA 
Kit  (NewEast  Bioscience,  Pensylvania,  USA).  Hierzu  wurden  die  Aorten  in  200  µl  0,1 M 
Salzsäure  mit  Hilfe  des  TissueLysers  homogenisiert  (vgl.  3.6.1).  Nach  dem 
Homogenisationsprozess  wurden  die  Reaktionsgefäße  für  zehn Minuten  bei  13.000  rpm 
abzentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  in  ein  sauberes  Reaktionsgefäß  überführt.  Das 
Gewebepellet wurde für eine Bestimmung der Proteinmenge (vgl. 3.7.3) verwendet, um eine 
spätere Korrelation der gemessenen cGMP‐Menge auf die  in der Aorta enthaltenen Menge 
an  Protein  durchführen  zu  können.  Der  cGMP‐ELISA  wurde  nach  Hersteller‐Angaben 






Die  Aorten  aus  den  zuvor  beschriebenen  Versuchen  (vgl  3.2.3.1.1  und  3.2.3.1.2) wurden 





Um  die  Blutgefäße  zu  fixieren,  wurden  die  mit  magnetischen  Komplexen  perfundierten 
Aorten  (vgl.  3.2.3.1.1)  nach  Abwarten  der  6‐tägigen  Inkubationszeit  und  die  mit  Zellen 
perfundierten  Aorten  (vgl.  3.2.3.1.2)  unmittelbar  nach  der  Perfusion  für  1  Stunde  bei 
Raumtemperatur  in  4%iger Paraformaldehyd‐Lösung  gelagert. Die Karotiden wurden nach 
der  isometrischen Kraftmessung  im Drahtmyographen vorsichtig wieder aus der Apparatur 




O.C.T.  Compound  gefülltes  Schnappdeckelgefäß  überführt.  Sie  wurden  in  dem 
Einfriermedium möglichst mittig  und  senkrecht  positioniert  und mit  Hilfe  von  auf  ‐80°C 




eines  Kryotoms  der  Firma  Leica  10  µm  dünne  Gefrierschnitte  angefertigt,  die  auf 






und  nochmals mit  DPBS  gewaschen. Unspezifische  Bindungsstellen wurden mit  Hilfe  von 
5%igem  Eselserum  blockiert. Danach  folgte  die  Inkubation mit  den  primären  Antikörpern 
(vgl. 3.1.10.1) für 2 Stunden bei Raumtemperatur oder alternativ für 12 Stunden bei 4°C. Es 
folgten 3 weitere Waschschritte mit DPBS. Der mit einem Fluorophor konjugierte sekundäre 
Antikörper  (vgl.  3.1.10.2)  wurde  in  einer  Hoechst‐Färbelösung  verdünnt.  Der 




10  Minuten  mit  DPBS  gewaschen  und  schließlich  eingedeckt.  Danach  wurden  die 




Eisen  zu  visualisieren,  wurden  die  Schnitte  mit  Preußisch‐Blau  Färbelösung  gefärbt.  Es 
wurden analog zu den Immunfluoreszenzfärbungen 10 µm dünne Schnitte von PFA‐fixierten, 
kryokonservierten  Aorten  verwendet.  Eine  5%  Kaliumhexazyanoferrat(II)‐Lösung  wurde 
unter dem Abzug 1:1 mit 5% (v/v) HCl gemischt. Mit dieser Färbelösung wurden die Schnitte 
für 20 Minuten inkubiert und anschließend 3 Mal mit DPBS gewaschen. Danach wurden die 
Schnitte  eingedeckt  und  mindestens  1  Tag  getrocknet.  Die  gefärbten  Schnitte  wurden 
zeitnah mikroskopiert. 
3.9 Mikroskopie 
Für  die  Aufnahmen  der  perfundierten  Aorten  sowie  der  Schläuche  (vgl.3.2)  wurde  ein 
Fluoreszenz‐Stereomikroskop MZ16F mit einer Fluoreszenzlampe ebq100 und einer ProgRes 








GraphPad Prism. Die  in dieser Arbeit  gezeigten Balkendiagramme  zeigen die berechneten 
Mittelwerte ± Standardfehler. Unterschiede  in den Ergebnissen wurden beim Vergleich von 
zwei Gruppen mit dem Student’s t‐Test berechnet. Beim Vergleich mehreren Gruppen wurde 





















































4.1 Bestimmung  der  optimalen  Magnetkonfiguration  zur  zielgerichteten 
direkten Transduktion und Zellpositionierung in Mausaorten ex vivo 
Ziel dieser Arbeit war es, eine neue Strategie zum Gentransfer und Zellersatz in Blutgefäßen 
unter Flussbedingungen  zu etablieren. Hierzu wurden  lentivirale Vektoren  (LV), MNPs und 




erlauben.  Besonderes  Augenmerk  wurde  auf  eine  radialsymmetrische  Anlagerung  von 






Abbildung  11).  Zum  einen  sollte  diejenige  Konfiguration  identifiziert  werden,  die  eine 
möglichst  effiziente,  homogene  und  radialsymmetrische  Retention  von  magnetischen 
Komplexen  oder  magnetisierten  Zellen  erlaubt.  Zum  anderen  sollte  mit  den  Versuchen 
eruiert werden,  ob  es möglich  ist, mit Hilfe  numerischer  Simulationen  von magnetischen 
Feldern die experimentelle Verteilung  von magnetischen Komplexen oder  Zellen  in einem 
zylindrischen Model, das einem Blutgefäß entspricht, vorherzusagen. 
Zu  diesem  Zweck  wurden  zunächst  Schlauchperfusionsexperimente  durchgeführt. 
Polyethylen Schläuche wurden in die Perfusionskammer eingespannt und für 30 Minuten mit 
magnetischen  Komplexen  perfundiert.  Diese  bestanden  aus  dem  fluoreszierenden, 
integrationsinkompetenten  pCHIV  LV  und  SO‐Mag5  MNPs.  Während  der  30‐minütigen 
Perfusion  waren  die  Schläuche  entweder  der  Magnetkonfiguration  A  oder  der 




A).  Auch  das  Verteilungsmuster  der  LV,  erkennbar  durch  die  native  Fluoreszenz  der 
Viruspartikel, stellte sich als entsprechend homogen dar (Abbildung 17, B). Damit entsprach 
die  im  Experiment  beobachtete  Verteilung  der  magnetischen  Komplexe  den  zuvor 
angestellten Simulationen  für die Magnetkonfiguration A  (Abbildung 11, A)  (Abbildung 17, 
C). Im Vergleich dazu stellte sich sowohl die Verteilung der MNPs (Abbildung 17, D), als auch 
die  Verteilung  der  lentiviralen  Vektoren  (Abbildung  17,  E)  bei  der  Konfiguration  B  als 
inhomogen dar. Auch hier korrelierte das experimentelle Ergebnis mit der mathematischen 
Simulation (Abbildung 11, B) (Abbildung 17, F). Um den Eisenniederschlag in den Schläuchen 
zu  quantifizieren,  wurde  eine  Nicht‐Häm‐Eisen‐Bestimmung  der  Schlaucheluate 
durchgeführt.  Es  ergab  sich  eine  Eisenretention  von  58,68  ±  7,07%  der  ursprünglich 
eingesetzten  Eisenmenge  in  mit  Konfiguration  A  perfundierten  Schläuchen.  In  den  mit 
Konfiguration  B  perfundierten  Schläuchen  wurden  31,29  ±  5,24%  der  eingesetzten 
Eisenmenge  detektiert  (Abbildung  17,  G).  Diese  Messwerte  stimmten  mit  den  in  den 
Simulationen  bestimmten  Eisenretentionsmengen  von  61,20%  für  Konfiguration  A  und 
16,80% für Konfiguration B recht gut überein. 
Somit  konnte  gezeigt werden, dass mit Magnetkonfiguration A  eine hohe und homogene 
Komplexretention  erzielt werden  kann. Des Weiteren  ist  es möglich,  sowohl  das Ausmaß 
dieser Komplexretention als auch  ihr Verteilungsmuster  in einer zylindrischen Struktur, wie 





Abbildung  17:  Perfusion  von  Schläuchen  mit  pCHIV  LV/SO‐Mag5  Komplexen  mit  verschiedenen 
Magnetkonfigurationen 
A:  Eisenniederschlag  in  einem  mit  Konfiguration  A  perfundierten  Schlauch.  Maßstabsbalken=2  mm  B: 
Verteilung der  fluoreszierenden pCHIV LV Partikel  in ebendiesem Schlauch. C: Simulation des Gradienten der 
magnetischen  Flussdichte  in  [T/m],  wie  er  von  Magnetkonfiguration  A  hervorgerufen  wird.  D: 
Eisenniederschlag  in  einem  mit  Konfiguration  B  perfundierten  Schlauch.  Deutlich  zu  erkennen  ist  die 
inhomogene Ablagerung der MNPs (Pfeile). E: Verteilung der fluoreszierenden pCHIV LV Partikel in ebendiesem 
Schlauch. Deutlich  zu  erkennen  ist  die  inhomogene  Verteilung  der  fluoreszierenden  Viruspartikel  (Pfeile).F: 
Simulation  des  Gradienten  der  magnetischen  Flussdichte  in  [T/m],  wie  er  von  Magnetkonfiguration  B 
hervorgerufen wird. G: Statistische Auswertung der Nicht‐Häm‐Eisen‐Bestimmung von Schlaucheluaten nach 
Perfusion mit Konfiguration A oder B. 
Die  numerischen  Simulationen wurden  von  Alexandra  Heidsieck  durchgeführt  (Arbeitsgruppe  Dr.  Bernhard 
Gleich, TU München) 169. 
4.1.2 Radialsymmetrische  Transduktion  von  residentem  Endothel  in Mausaorten  unter 
Flussbedingungen 
Nachdem  durch  die  Schlauchperfusionsexperimente  eine  geeignete Magnetkonfiguration 
zur maximalen und radialsymmetrischen Komplexanlagerung  identifiziert wurde, sollte nun 
eruiert  werden,  ob  die  Anwendung  von  magnetischen  Komplexen  in  Kombination  mit 
magnetischen Feldern auch  zur Magnet‐gestützten, direkten Transduktion von  residentem 
Gefäßendothel  genutzt  werden  kann.  Dazu  wurden  Aortenperfusionsexperimente 
durchgeführt. CD1 Aorten wurden in die Perfusionskammer eingespannt und für 30 Minuten 
mit magnetischen Komplexen perfundiert. Diese bestanden aus CMV‐eGFP LV und SO‐Mag5 
MNPs.  Während  der  30‐minütigen  Perfusion  waren  die  Schläuche  entweder  der 
Magnetkonfiguration A oder B ausgesetzt. Als Negativkontrolle dienten Aortenperfusionen 
ohne  angelegtes  magnetisches  Feld.  Das  Transduktionsergebnis  wurde  an  Tag  6  nach 
Perfusion beurteilt. 
Die  mit  Konfiguration  A  perfundierten  Aorten  zeigten,  ähnlich  den  Ergebnissen  der 
Schlauchperfusionsexperimente, eine homogene und dunkle Eisenanlagerung (Abbildung 18, 
A).  Ebenso  konnte  eine  homogene,  das  gesamte  Gefäß  umfassende  Transgenexpression 
beobachtet  werden  (Abbildung  18,  B).  Um  das  Verteilungsmuster  der  eGFP‐Expression 
genauer  beurteilen  zu  können,  wurden  Gefrierschnitte  der  perfundierten  Gefäße 
angefertigt.  Zur  besseren  Visualisierung  des  Gewebeschnitts  wurden  die  Zellkerne  mit 
Hoechst Farbstoff angefärbt. Das murine Endothel wurde mit Hilfe eines PECAM‐Antikörpers 
und die glatte Gefäßmuskulatur mit Hilfe eines αsmac‐Antikörpers und den entsprechenden 
Fluoreszenz‐gekoppelten  Zweitantikörpern  dargestellt.  In  den  Querschnitten  durch  das 
Gefäß wurde deutlich, dass die eGFP‐Expression radialsymmetrisch entlang der Aortenwand 
zu  detektieren  war  (Abbildung  18,  C).  Weiterhin  konnte  durch  die  in  den 
Ergebnisse 
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Immunfluoreszenzfärbungen  erkennbare  Kolokalisation  des  PECAM‐  und  des  eGFP‐Signals 
gezeigt werden, dass die Transgenexpression auf das Endothel beschränkt war  (Abbildung 
19). 
Im  Gegensatz  zu  den  mit  Konfiguration  A  perfundierten  Aorten  zeigten  die  mit  B 
perfundierten Gefäße auch hier wieder analog zu den Schlauchperfusionsexperimenten eine 
inhomogene  Eisenanlagerung  (Abbildung  18,  D).  Ebenso  konnte  nach  6  Tagen  eine 
inhomogene,  lückenhafte Transgenexpression beobachtet werden  (Abbildung 18,  E). Auch 
im  Querschnitt  des  Gefäßes  zeigte  sich  eine  nur  auf  kleine  Abschnitte  begrenzte  eGFP‐
Expression, die nicht als radialsymmetrisch betrachtet werden kann (Abbildung 18, F). 
In Aorten, die mit magnetischen Komplexen, aber ohne Exposition  in einem magnetischen 
Feld  perfundierte  wurden,  konnte  weder  MNP‐Retention  noch  Transgenexpression 









A:  Durchlichtbild  einer mit  Konfiguration  A  perfundierten  Aorta. Maßstabsbalken=2 mm  B:  Fluoreszenzbild 
derselben Aorta. C:  Immunfluoreszenzfärbung des Querschnitts der mit Konfiguration A perfundierten Aorta. 
blau:  Hoechst,  rot:  PECAM  murin,  magenta:  αsmac, Maßstabsbalken=100  µm  D:  Durchlichtbild  einer  mit 
Konfiguration  B  perfundierten  Aorta.  E:  Fluoreszenzbild  derselben  Aorta.  F:  Immunfluoreszenzfärbung  des 
Querschnitts  der mit  Konfiguration  B  perfundierten Aorta. Maßstabsbalken=100  µm G: Durchlichtbild  einer 
ohne  angelegtes Magnetfeld  perfundierten  Aorta  (Negativkontrolle).  H:  Fluoreszenzbild  derselben  Aorta.  I: 












Bestimmung,  qRT‐PCR  und  Western  Blot  Experimente  mit  Homogenisaten  der  zuvor 
perfundierten Aorten  durchgeführt. Mit Hilfe  der Nicht‐Häm‐Eisen‐Bestimmung  konnte  in 
den mit Konfiguration A perfundierten Aorten 51,41 ± 1,23% der ursprünglich eingesetzten 
Eisenmenge von 35 µg detektiert werden (Abbildung 20, A). Dies war eine in etwa doppelt so 










normiert)  (Abbildung  20,  B).  Des  Weiteren  konnte  durch  qRT‐PCR  in  den  mit 
Magnetkonfiguration A oder B perfundierten Aorten kein signifikanter Unterschied in deren 
eNOS‐mRNA  Level  festgestellt  werden  (2‐ΔΔCt  Konfiguration  A:  0,92  ±  0,10,  2‐ΔΔCt 
Konfiguration B: 0,64 ± 0,10; die ΔCt‐Werte wurden auf die entsprechende Messwerte der 
als  Negativkontrolle  genutzten  Aorten,  die  ohne magnetisches  Feld  perfundiert  wurden, 
normiert)  (Abbildung  20, B). Dies weist  auf  die Unversehrtheit  des Aortenendothels  nach 
Perfusion hin. Schließlich wurde auch die eGFP‐Expression auf Proteinebene durch Western 
Blot  analysiert.  Schon  auf  den  ersten  Blick  wird  deutlich,  dass  in  mit  Konfiguration  A 
perfundierten  Aorten  wesentlich  mehr  eGFP  exprimiert  ist,  als  in  solchen,  die  mit  B 
perfundiert wurden (Abbildung 20, C, Bahnen 1 bis 6). In der Negativkontrolle war kein eGFP 
nachzuweisen (Abbildung 20, C, Bahn 7). Die semiquantitative Auswertung bestätigte diesen 
Eindruck. Mit Magnetfeld  A  konnte  das  1,42  ±  0,13‐fache  an  eGFP  normiert  auf  β‐Aktin 








A:  Statistische  Auswertung  der  Nicht‐Häm‐Eisen‐Bestimmung  in  Aortenhomogenisaten  nach  Perfusion  mit 
Konfiguration A oder B. B: Auswertung der relativen Genexpression mittels qRT‐PCR. Bestimmt wurden mRNA 
Mengen von eGFP und eNOS  in mit A oder B perfundierten Aorten. Auswertung nach der 2‐ΔΔ‐Methode mit 
Bezug  auf  die  Negativkontrolle,  bei  der  während  der  Perfusion  keine  Exposition  gegenüber  einem 
magnetischen Feld bestand. C: Western Blot zur Detektion der eGFP‐Menge auf Proteinebene. Bahn 1‐3: mit 
Konfiguration  A  perfundierte  Aorten,  Bahn  4‐6:  mit  Konfiguration  B  perfundierte  Aorten,  Bahn  7: 




Durch  die  makroskopische  Betrachtung  Aorten,  die  mit  magnetischen  Komplexen 
perfundiert wurden,  konnten  die  Ergebnisse  der  Schlauchperfusionsexperimente  bestätigt 
werden. Weitergehende Analyseverfahren  bestätigten  dies. Die Magnet‐gestützte,  direkte 
Transduktion  stellt  ein  geeignetes  Verfahren  dar,  um  Transgene,  in  diesem  Fall  das 
Reportergen  eGFP,  unter  Flussbedingungen  zielgerichtet  in  das  Gefäßendothel 
einzuschleusen. Die  vorab  durch  die Arbeitsgruppe Gleich  berechneten Rate  an  Komplex‐
Retention  durch  die  Magnetfelder  A  und  B  sowie  das  jeweilige  Verteilungsmuster  der 
magnetischen Komplexe stimmen mit den experimentellen Ergebnissen überein. Es konnte 
gezeigt  werden,  dass  Magnetkonfiguration  A  im  Gegensatz  zu  Konfiguration  B  eine 
gleichmäßige,  effiziente  und  radialsymmetrische  Komplex‐Retention  und  auch 
Transgenexpression  liefert.  Da  damit  noch  einmal  die  besonders  gute  Eignung  von 




4.1.3 Radialsymmetrische  Positionierung  von  magnetofizierten  Endothelzellen  in 
Mausaorten unter Flussbedingungen 
Um zu testen, ob auch die zweite in dieser Arbeit adressierte Strategie, die Magnet‐gestützte 
Positionierung  von  Endothelzellen  unter  Flussbedingungen,  durch  Applikation  von 
Magnetkonfiguration A möglich ist, wurden wiederum Aortenperfusionen durchgeführt. Ziel 
war  es  auch  in  diesem  Fall,  eine möglichst  effiziente  und  vor  allem  radialsymmetrische 
Positionierung von Zellen zu erhalten. 
Die CD1 Aorten wurden vor der Perfusion mit Hilfe eines dünnen Drahtes denudiert. Durch 
die  Entfernung  des  nativen  Endothels  der  Mausaorta  wurde  eine  Endothelschädigung 
nachgeahmt,  wie  sie  etwa  nach  PTA‐Intervention  auftreten  kann.  Für  die  halbstündige 
Perfusion wurden bPAECs präpariert. Diese wurden durch die Aufnahme von magnetischen 
Komplexen bestehend aus CMV‐eGFP LV und SO‐Mag5 MNPs zum einen transduziert und im 
















sind  deutlich  die  braun  imponierenden  Nanopartikel  zu  erkennen.  Maßstabsbalken=100  µm  B: 
Fluoreszenzaufnahme  von  ebendiesen  Zellen. Durch  die  Transduktion mit  CMV‐eGFP  LV  als Bestandteil  der 
magnetischen  Komplexe  zeigen  die  Zellen  eine  starke  Expression  des  grün  fluoreszierenden  Transgens.  C: 








gesamten  Perfusion  waren  die  denudierten  CD1  Aorten  von  dem  Magnetfeld  der 
Konfiguration  A  umgeben.  Die mit  den  Zellen  perfundierten  Aorten  zeigten,  ähnlich  den 
Ergebnissen  der  Perfusionen  mit  magnetischen  Komplexen,  eine  homogene  Anlagerung 
bPAECs,  die  durch  ihre  Beladung mit MNPs  braun  imponieren  (Abbildung  22,  A).  Dieses 
Verteilungsmuster  bestätigte  sich  durch  Fluoreszenzaufnahmen,  die  die  Beurteilung  der 
Verteilung der  transgenen bPAECs anhand  ihrer eGFP‐Expression erlaubten  (Abbildung 22, 
B).  Um  das  Verteilungsmuster  der  eGFP‐exprimierenden,  mit  MNPs  beladenen  Zellen 
genauer beurteilen zu können, wurden wiederum Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden 




injizierten  Zellen  ermittelt.  Die  entspricht  einer  gemittelten  Zellretention  von  ca.  40  000 
Ergebnisse 
76 
Zellen  pro  Mausaorta  oder  3200  Zellen  pro  mm2  Aortenwand  (bei  einer  mittleren 




A:  Durchlichtbild  denudierten  CD1  Aorta,  die  unter  Anwesenheit  der  Magnetkonfiguration  A  mit 
magnetofizierten  bPAECs  perfundiert wurde. Maßstabsbalken=2 mm  B:  Fluoreszenzbild  derselben  Aorta.  C: 
Preußisch‐Blau‐Färbung  eines  Querschnitts  der  Aorta.  blau:  Eisen‐haltige  MNPs  in  den  bPAECs. 
Maßstabsbalken=100  µm  D:  Immunfluoreszenzfärbung  eines  Querschnitts  einer  mit  Zellen  perfundierten 




Sowohl  durch  die  makroskopische  Betrachtung  der  Aorten,  die  mit  magnetisierten  und 
transduzierten  bPAECs  perfundiert  wurden,  als  auch  Immunfluoreszenz‐sowie  Preußisch‐
Bau‐Färbungen  konnte  gezeigt  werden,  dass  die Magnet‐gestützte  Zellpositionierung  ein 
geeignetes  Verfahren  darstellt,  um  Endothelzellen  unter  Flussbedingungen  zielgerichtet 







In den nun  folgenden Versuchen  sollte geklärt werde, ob die Strategie der  zielgerichteten 
direkten Transduktion sowie der Magnet‐gestützten Zellpositionierung praktikabel sind, um 
funktionelle,  für  eine  physiologische  Endothelfunktion  essentielle  Gene,  unter 




4.2 Zielgerichtete, Magnet‐gestützte  direkte  Transduktion  von  Endothel  in 
Mausaorten mit funktionellen Genen 
In  den  oben  beschriebenen  Experimenten  konnte  gezeigt werden,  dass  die  Strategie  der 
direkten Transduktion erfolgreich genutzt werden kann, um Transgene, wie das Reportergen 
eGFP, unter Flussbedingungen effizient und  radialsymmetrisch  in  residente Endothelzellen 
von  Mausaorten  einzuschleusen.  Auch  die  für  diese  Applikation  am  besten  geeignete 
Magnetkonfiguration,  Konfiguration  A,  konnte  bereits  identifiziert werden. Nun wurde  in 
weiteren Experimenten erprobt, ob es möglich  ist, auch funktionelle Gene, wie etwa eNOS 
oder  VEGF,  mittels  direkter  Transduktion  in  nativem  Endothel  von  Mausaorten 












Zunächst  wurden  die  Aorten,  die  mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5  Komplexen  perfundiert 
wurden,  Tag  6  nach  Transduktion  anhand  von  Immunfluoreszenzfärbungen  von 
Gefrierschnitten  analysiert.  Um  den  Transduktionserfolg  besser  einschätzen  zu  können, 
wurden Bl6 Aorten sowie unbehandelte eNOS‐/‐ Aorten zum Vergleich herangezogen. In den 
Bl6 Aorten war ein starkes, endothelständiges eNOS‐Signal zu erkennen (Abbildung 23, A bis 
C).  In  den  unbehandelten  eNOS‐/‐  Aorten  hingegen waren  keinerlei  eNOS‐exprimierende 
Zellen sichtbar (Abbildung 23, D bis F). Nach der Perfusion mit Komplexen jedoch war in der 
PECAM‐positiven  Endothelzellschicht  der  eNOS‐/‐  Aorten  ein  klares  eNOS‐Signal  zu 
detektieren (Abbildung 23, G bis I). 
 












magnetischen  Komplexen  wurden  ähnliche  eNOS‐Expressionsmuster  wie  in  Bl6  Aorten 
erzielt. 
4.2.1.1 Quantifizierung der eNOS‐Expression  in eNOS‐/‐ Aorten, die mit CMV‐eNOS  LV/ 
SO‐Mag5 Komplexen transduziert wurden 
Zur  weiteren  Analyse  und  Quantifizierung  des  Tranduktionserfolgs  wurden  qRT‐PCR  und 
Western  Blot  Experimente  mit  Homogenisaten  der  zuvor  perfundierten  Aorten 
durchgeführt.  Zum  Vergleich  wurden  unbehandelte  eNOS‐/‐  Aorten  herangezogen  sowie 
eNOS‐/‐ Aorten, die mit magnetischen Komplexen bestehend aus  rrl‐156 LV und SO‐Mag5 
MNPs  perfundiert  wurden.  Durch  letztere  Kontrolle  konnte  sichergestellt  werden,  dass 





rrl‐156  LV/SO‐Mag5  Komplexen  nicht wesentlich  erhöht werden  (2‐ΔCt  +rrl‐156:  1,8*10‐4  ± 
4,4*10‐5).  Nach  Perfusion  mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5  Komplexen  war  eine  deutliche 
Erhöhung der eNOS‐Expression zu detektiert (2‐ΔCt +CMV‐eNOS: 6,37 ± 1,17) (Abbildung 24, 
A). Weiterhin wurde durch Western Blot Analysen die  eNOS‐Expression  auf Proteinebene 
untersucht.  In  den mit  rrl‐156  LV/SO‐Mag5  Komplexen  perfundierten  Aorten  sind  keine 
eNOS‐Banden  zu  sehen  (Abbildung  24,  B,  Bahnen  1‐3),  während  in  den mit  CMV‐eNOS 
LV/SO‐Mag5  Komplexen  perfundierten  Aorten  hingegen  deutliche  eNOS‐Banden  zu 
erkennen  sind  (Abbildung  24,  B,  Bahnen  4‐6).  Die  semiquantitative  Auswertung  des 
gezeigten Blots bestätigte diesen optischen Eindruck.  Im Falle der Verwendung des rrl‐156 
LV  für  die  Perfusionen  konnte  das  0,55  ±  0,01‐fache  an  eNOS‐Protein  normiert  β‐Aktin 
detektiert werden  (Abbildung  24,  C).  In  eNOS‐/‐  Aorten,  die mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5 





Abbildung  24:  Quantitative  Analyse  der  eNOS‐/‐  Aorten,  die  mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5  Komplexen 
perfundiert wurden 
A: Auswertung der  relativen Genexpression mittels qRT‐PCR. Bestimmt wurden mRNA Mengen von eNOS  in 
unbehandelten eNOS‐/‐ Aorten sowie  in solchen die mit Komplexen bestehen aus entweder  rrl‐156 LV  (+rrl‐
156) oder CMV‐eNOS LV (+ CMV‐eNOS) und SO‐Mag5 perfundiert wurden. B: Western Blot zur Detektion der 
eNOS‐Protein Menge. Bahn 1‐3: mit  rrl‐156  LV/SO‐Mag5 Komplexen perfundierte eNOS‐/‐ Aorten  (+rrl‐156), 
Bahn  4‐6:  mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5  Komplexen  perfundierte  eNOS‐/‐  Aorten  (+CMV‐eNOS).  C: 




Mittels  Immunfluoreszenzfärbungen,  qRT‐PCR  und Western  Blot  Analysen  konnte  gezeigt 
werden, dass die direkte Transduktion erfolgreich genutzt werden kann, um das Transgen 
eNOS  in  eNOS‐/‐  Aorten  sowohl  auf mRNA‐  als  auch  auf  Proteinebene  hochzuregulieren. 
Nun wurde weiterführend  überprüft,  ob  es  sich  bei  der  überexprimierten  eNOS  um  eine 





in  den  perfundierten  Aorten  bestimmt.  Nach  Perfusion mit  rrl‐156/SO‐Mag5  Komplexen 
wurde ein cGMP‐Spiegel von 1,10 ± 0,26 pmol cGMP/µg Protein nachgewiesen  (Abbildung 
25). Dieser in den Behandlungskontrollen gemessene Wert war damit signifikant geringer als 




Abbildung  25:  Analyse  der  cGMP‐Konzentration  in  eNOS‐/‐  Aoten,  die  mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5 
Komplexen perfundiert wurden 
Statistische Auswertung der Messung des cGMP‐Spiegels in eNOS‐/‐ nach Perfusion mit rrl‐156 LV/SO‐Mag5 (+ 
rrl‐156)  bzw.  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5  (+  CMV‐eNOS) mittels  cGMP‐ELISA. Die  cGMP‐Menge wurde  auf  den 
Proteininhalt des jeweiligen Homogenisats bezogen. 
 
Somit  konnte  gezeigt werden,  dass  die Magnet‐gestützte  direkte  Transduktion mit  CMV‐
eNOS/SO‐Mag5  Komplexen  genutzt werden  kann,  um  funktionell  aktive  eNOS  in  eNOS‐/‐ 
Aorten überzuexpremieren. Diese Strategie  führt weiterhin zu einer Aktivierung des eNOS‐













ein  Aortensegment  Phe‐induzierte  Gefäßkontraktionen  mit  und  ohne  Zusatz  des  NOS‐
Inhibitors  L‐NAME  im Organbad miteinander  verglichen.  Aus  den  Kontraktionsamplituden 
mit und ohne L‐NAME Zusatz wurde der Quotient, die Ratio, ermittelt. Je höher die vaskuläre 
basale  NO‐Produktion  in  den  Aortenringen  war,  desto  höher  fiel  im  Vergleich  zu  den 
Kontraktionen ohne Zusatz des Inhibitors die Kontraktion unter L‐NAME‐Zusatz aus. Dies war 
immer dann der Fall, wenn eNOS in den Aortenringen exprimiert wurde. Durch die Inhibition 
der  eNOS  durch  L‐NAME  fehlte  in  diesen  Ringen  der  vasorelaxierende,  einer 





0,03; Ratio  +rrl‐156  LV:  1,07  ±  0,03)  (Abbildung  26,C). Das heißt,  es  lag  keine basale NO‐
Produktion  vor.  In mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5  Komplexen  perfundierten  eNOS‐/‐  Aorten 
jedoch  konnte  ein  signifikant  erhöhte  Ratio  von  1,37  ±  0,04  festgestellt  werden.  Dieser 








Abbildung  26:  Isometrische  Kraftmessungen  von  eNOS‐/‐  Aorten,  die  mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5 
Komplexen perfundiert wurden 
A: Original Messdaten einer mit rrl‐156 LV/SO‐Mag5 Komplexen perfundierten eNOS‐/‐ Aorta. Zur Ermittlung 




ließ  auf  eine  erhöhte  basale  NO‐Produktion  schließen.  Im  Vergleich  dazu  sind  beide  in  (A)  gezeigten 
Kontraktionen  in  etwa  gleich  hoch:  ein  Einfluss  auf  den  Gefäßtonus war  nicht  detektierbar.  A  und  B:  (1): 
submaximale  Kontraktion  durch  Applikation  von  Phenylephrin  [500  nM],  (2):  Zugabe  des NOS‐Inhibitors  L‐




Durch  die Magnet‐gestützte  Perfusion  mit  CMV‐eNOS/SO‐Mag5  Komplexen  konnte  eine 
starke  eNOS‐Überexpression  in  den  residenten  Endothelzellen  von  eNOS‐/‐ Aorten  erzielt 
werden.  Sowohl  auf  mRNA‐  als  auch  auf  Proteinebene  wurden  erhöhte  eNOS‐Level 
nachgewiesen. Weiterhin  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  so  ins  Endothel  eingebrachte 
eNOS  funktionell  aktiv  ist  und  zu  erhöhten  cGMP‐Spiegeln  in  den  behandelten  Gefäßen 











Zunächst wurden  auch hier die mit CMV‐VEGF  LV/SO‐Mag5 perfundierten CD1 Aorten  an 
Tag  6  nach  Transduktion  durch  Immunfluoreszenzfärbungen  von  Gefäßquerschnitten 
analysiert.  Um  den  Transduktionserfolg  besser  einschätzen  zu  können,  wurden 
unbehandelte CD1 Aorten zum Vergleich herangezogen.  In den unbehandelten Aorten war 




Transduktion  auch  genutzt  werden  kann,  um  neben  eNOS  auch  andere,  für  die 
Endothelfunktion wichtige Gene, in residentem Mausendothel überzuexprimieren. Durch die 






D‐F:  Immunfluoreszenzfärbung  eines  Querschnittes  einer  mit  Hilfe  von  magnetischen  Komplexen  direkt 
transduzierten CD1 Aorta. Maßstabsbalken=20 µm 
4.2.2.1 Untersuchung  der  VEGF‐Synthese  CD1  Aorten  nach  direkter  Transduktion  mit 
CMV‐VEGF LV/ SO‐Mag5 Komplexen 
Nachdem  mit  Hilfe  der  Immunfluoreszenzfärbungen  gezeigt  werden  konnte,  dass  die 





Zu  diesem  Zwecke  wurde  ein  Angiogenese‐Assay  durchgeführt  (vgl.  Abbildung  16).  Die 
transduzierten CD1 Aorten wurden für 6 Stunden  in Medium  inkubiert, um dieses mit dem 
Wachstumsfaktor VEGF anzureichern. Um zu überprüfen, ob die transduzierten Aorten den 
Wachstumsfaktor  in  das  Medium  sezernierten,  wurde  mittels  ELISA‐Messungen  die 
Konzentration  an VEGF  in diesen Überständen bestimmt.  In Überständen  von Aorten, die 
zuvor mit  rrl‐156  LV/  SO‐Mag5  Komplexen  perfundiert wurden,  konnte  43,27  ±  28,61  pg 
VEGF/ml nachgewiesen werden (Abbildung 28., B). In Überständen von CD1 Aorten, die mit 
Hilfe  von Komplexen bestehend aus CMV‐VEGF und  SO‐Mag5 MNPs  transduziert wurden, 
konnte hingegen 10519 ± 2561 pg VEGF/ml detektiert werden (Abbildung 28., B). Nachdem 
so  sichergestellt  war,  dass  das  konditionierte  Medium  den  Wachstumsfaktor  in  hoher 
Konzentration  enthielt, wurde  dieses  in  einem Angiogenese‐Assay weiter  analysiert. Dazu 
wurde das mit VEGF angereicherte Medium genutzt, um  in Kollagengel eingebettete, frisch 
präparierte  Aortenringe  zu  bedecken.  Als  Kontrollen  wurden  Aortenringe  mit 
unbehandeltem Medium ohne VEGF bedeckt. An Tag 8 nach Beginn des Angiogenese‐Assays 
wurde  deutlich,  dass  bei  den  Ringen,  die mit  VEGF‐haltigem Medium  behandelt wurden 
deutlich mehr  endotheliale  Aussprossungen  zu  sehen waren,  als  bei  den  Ringen,  die mit 
unbehandeltem Medium  inkubiert waren  (Abbildung 28, C: Medium mit VEGF, D: Medium 
ohne  VEGF).  Durch  eine  genauere  Quantifizierung  der  Aussprossungen  wurde  dieser 








Abbildung  28:  Analyse  der  erhöhten  VEGF‐Produktion  in  CD1  Aorten,  die  mit  CMV‐VEGF  LV/SO‐Mag5 
Komplexen perfundiert wurden 
A:  Immunfluoreszenzfärbung  eines  Querschnittes  einer  direkt  transduzierten  CD1  Aorta.  VEGF  wird 
endothelständig exprimiert. Blau: Hoechst, grün: VEGF human, rot: PECAM murin, Maßstabsbalken=20 µm B: 
ELISA‐Messungen  zur Bestimmung der VEGF‐Konzentration  in Medium,  in  dem  für  6  Stunden  transduzierte 
Aortenringe  inkubiert wurden. C: Bild eines Aortenringes, der mit VEGF‐haltigem Überstand bedeckt wurde. 
Eine  große  Anzahl  an  endothelialen  Aussprossungen  entlang  des  gesamten  Rings  ist  deutlich  zu  erkennen. 







4.3 Zielgerichtete,  Magnet‐gestützte  ex  vivo  Positionierung  von 
Endothelzellen in Mausaorten unter Flussbedingungen 
In den unter 4.1.3 beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Strategie 
der  Magnet‐gestützten  Endothelzellpositionierung  erfolgreich  genutzt  werden  kann,  um 
magnetisierte und mit dem Reportergen eGFP transduzierte bPAECs unter Flussbedingungen 
effizient  und  radialsymmetrisch  entlang  der  Wand  einer  denudierten  Mausaorta  zu 
positionieren.  Auch  die  für  diese  Applikation  am  besten  geeignete Magnetkonfiguration, 
ebenfalls  Konfiguration  A,  konnte  bereits  identifiziert  werden.  Nun  wurde  in  weiteren 
Experimenten  eruiert,  ob  es möglich  ist,  auch mit  funktionellen  Genen, wie  etwa  eNOS, 






Diese  Reihe  von  Experimenten  hatte  zum  Ziel,  in  CD1  Aorten  geschädigtes  Endothel mit 




Zeitpunkt  das  Maximum  der  eNOS  sowie  der  NO‐Produktion  erreicht  war  (mündliche 
Kommunikation mit Sarah Rieck,  Institut  für Physiologie  I, Universität Bonn). Diese wurden 
dann  in  das  ex  vivo  Perfusionssystem  eingespeist  und  durch  das magnetischen  Feld  der 
Magnetkonfiguration A an der Gefäßwand positioniert.  In den  folgenden Abschnitten  sind 
die Ergebnisse dieser Zellpositionierung und ihr Einfluss auf die Gefäßfunktion dargelegt. 
4.3.1.1 Untersuchung  des  Einflusses  der  Deendothelialiserung  von  CD1  Aorten  auf  die 
Gefäßfunktion 
Bevor  sie  für  Perfusionsexperimente  genutzt  wurden,  wurden  die  CD1  Aorten 
deendothelialisiert.  Dies  geschah  zum  einen,  um  eine  Endothelschädigung  nachzuahmen, 
wie  sie  etwa  nach  PTA‐Intervention  auftreten  kann.  Zum  anderen  sollte  sichergestellt 
werden, dass die basale NO‐Produktion  in den Aorten möglichst  gering  ist und damit  ein 
großes Verbesserungspotential durch das Einbringen von bPAECs besteht. 
Um die Deendothelialisierungsstrategie zu überprüfen, wurden Immunfloureszenzfärbungen 
und  isometrische  Kraftmessungen  durchgeführt.  Die  CD1  Aorten  wurden  dafür mit  Hilfe 
eines dünnen Stahldrahts denudiert und anschließend ohne Applikation von Zellen für eine 
halbe Stunde perfundiert. Um den Erfolg der Entfernung des Endothels besser einschätzen 
zu  können,  wurden  unbehandelte  CD1  Aorten  zum  Vergleich  herangezogen.  In  den 
Fluoreszenzfärbungen  der  Gefäßquerschnitte  der  nativen  Aorta  war  ein  klares, 
durchgängiges, der  inneren Gefäßwand anliegendes PECAM‐Signal zu erkennen  (Abbildung 
29,  A).  Dieses  war  nach  Deendothelialisierung  und  Perfusion  nicht mehr  zu  detektieren 
(Abbildung 29, C). Bestätigt wurde dieser visuelle Eindruck einer erfolgreichen Denudierung 
der  Gefäße  durch  isometrische  Kraftmessungen  im  Drahtmyographen.  Während  in  den 
nativen CD1 Aorten eine erhöhte Ratio der Amplituden von Phe‐induziertem Kontraktionen 
mit  und  ohne  Zusatz  des  NOS‐Inhibitors  L‐NAME  festgestellt  werden  konnte,  war  eine 









erste  Kontraktion  ohne  L‐NAME  Zusatz  im  Organbad.  Diese  Erhöhung  der  Ratio  als  Quotient  der  beiden 
Kontraktionsamplituden  (hervorgehoben durch die roten Pfeile)  ließ auf eine erhöhte basale NO‐ Produktion 
schließen. C:  Immunfluoreszenzfärbung  eines Querschnitts  einer denudierten und perfundierten CD1 Aorta. 
Blau:  Hoechst,  rot:  PECAM murin, Maßstabsbalken=100  µm  D:  Original Messdaten  einer  denudierten  und 
perfundierten CD1 Aorta. Im Vergleich zu der in (B) gezeigten Messung sind beide Kontraktionen in etwa gleich 
hoch:  eine  erhöhte  Ratio  als Quotient  der  beiden  Kontraktionsamplituden  (hervorgehoben  durch  die  roten 
Pfeile) war nicht detektierbar. B und D: (1): submaximale Kontraktion durch Applikation von Phenylephrin [500 
nM],  (2): Zugabe des NOS‐Inhibitors L‐NAME  [100 µM],  (3):  submaximale Kontraktion durch Applikation von 
Phenylephrin [500 nM] 
 
Durch  die  Immunfluoreszenzfärbungen  und  die Messungen  im  Drahtmyographen  konnte 
gezeigt  werden,  dass  die  angewandte Methode  zur  Entfernung  des  Endothels  von  CD1 
Aorten erfolgreich war. 




Hilfe  des  Magnetfeldes  der  Konfiguration  A  entlang  der  denudierten  CD1  Aortenwand 
positionieren lassen. 




der Magnetofektion  für  die  Perfusion  genutzten  eNOS  bPAECs  entlang  der  Aortenwand 
positionieren ließ. Weiterhin wurde deutlich, dass die Retention auch hier radialsymmetrisch 
ausfiel.  Durch  die  eGFP‐Expressionskassette  im  Vektor  des  LV  konnte  auch  in  diesen 
Experimenten  die  Verteilung  der  sowohl  eGFP  als  auch  eNOS  überexprimierenden 
Endothelzellen  besonders  gut  visualisiert  werde  (Abbildung  30).  Durch 
Immunfluoreszenzfärbung von eNOS und der durch die Transduktion mit dem CMV‐eNOS‐
IRES‐eGFP  LV  gegebene eGFP‐Fluoreszenz der bPAECS wurden die  Zellen  identifiziert. Der 
















Aorten  herangezogen.  Daneben  wurden  als  weitere  direkte  Behandlungskontrolle 
deendothelialisierte  CD1  Aorten  genutzt,  die  mit  eGFP‐überexprimierenden  bPAECs 
Ergebnisse 
90 
perfundiert  wurden.  Diese  der  Zellen  wurden  zum  Zwecke  der  Kontrolle mit  CMV‐eGFP 
LV/SO‐Mag5 Komplexen magnetofiziert (im Weiteren als eGFP bPAECs bezeichnet). Dadurch 
sollte  sichergestellt werden,  dass  etwaige  Effekte  auf  die  transgene  eNOS  in  den  Zellen 
zurückzuführen  sind,  und  nicht  auf  die  nativen  Zellen,  den  viralen Vektor  selbst  oder  die 
eGFP‐Expressionskassette. 
Die  Quantifizierung  der  eGFP‐  und  eNOS‐mRNA  Menge  in  den  Homogenisaten  erfolgte 
mittels  qRT‐PCR.  Die  höchsten  eGFP‐mRNA  Spiegel  konnten  in  den  mit  eGFP  bPAECs 

























mit  eNOS  bPAECs  möglich  ist  und  zu  einer  erhöhten  eNOS‐Expression  führt,  sollte 
weiterführend untersucht werden, ob die eNOS  funktionell aktiv  ist und ob durch die hier 
angewandte  Strategie  auch die Gefäßfunktion beeinflusst werden  kann.  Zu diesem  Zweck 
wurden isometrische Kraftmessungen im Drahtmyographen durchgeführt. 
Für die Kraftmessungen wurden Gefäßringe in den Myographen eingespannt, entlang deren 
Gefäßwand  magnetofizierte  bPAECs  positionierte  waren  (Abbildung  32,  D).  Aus  den 
Messdaten  wurde  die  Ratio  der  Amplituden  der  Phe‐induzierten  Kontraktionen mit  und 
ohne  Zusatz  des NOS‐Inhibitors  L‐NAME  ermittelt,  die  einen Hinweis  auf  den Gefäßtonus 
und damit  indirekt auf das Level der basalen NO‐Produktion gibt (Abbildung 32, C) (vgl. 3.4 
mit  Abbildung  15).  Durch  die  unter  3.2.3  und  4.3.1.1  beschriebene  Methode  der 
Deendothelialsierung wurde  der Gefäßtonus, wie  er  in  unbehandelten  CD1  Aorten  durch 
eine erhöhte Ratio zu detektieren war, erhöht (Ratio CD1 Aorta: 1,41 ± 0,04, Ratio ‐Endothel: 
1,10  ±  0,09)  (Abbildung  32,  C).  Durch  die  Positionierung  von  eGFP  bPAECs  in  den 
denudierten Aorten wurde die Ratio nicht wesentlich erhöht  (Ratio +eGFP bPAECs: 1,21 ± 
0,03) (Abbildung 32, A und C). Erst die Wiederbesiedelung des deendothelialisierten Gefäßes 
mit  eNOS bPAECs  führte  zu  einer  Erhöhung der Ratio  (Ratio  +eNOS bPAECs:  1,57  ±  0,08) 










einer mit  eNOS bPAECs perfundierten, denudierten CD1 Aorta. Die  zweite hier  gezeigte  Kontraktion, die  in 
Anwesenheit des NOS‐Inhibitors L‐NAME induziert wurde, fiel höher aus als die erste hier gezeigte Kontraktion, 
ohne L‐NAME Zusatz im Organbad. Diese Erhöhung der Ratio als Quotient der beiden Kontraktionsamplituden 
(hervorgehoben durch die  roten Pfeile)  ließ  auf  eine  erhöhte basale NO‐Produktion  schließen.  Im Vergleich 
dazu sind beide in (A) gezeigten Kontraktionen in etwa gleich hoch: eine erhöhte Ratio war nicht detektierbar. 
A und B:  (1):  submaximale Kontraktion durch Applikation von Phenylephrin  [500 nM],  (2): Zugabe des NOS‐
Inhibitors L‐NAME  [100 µM],  (3): submaximale Kontraktion durch Applikation von Phenylephrin  [500 nM]. C: 
Statistische Auswertung  der  ermittelten  Ratio  in  deendothelialisierten  und mit  eNOS  bPAECs  perfundierten 
CD1 Aorten  im Vergleich  zu  verschiedenen  Kontrollgruppen. D: Aufnahme  von  einem  im Drahtmyographen 
eingespannten Aortenring. Deutlich zu erkennen sind die MNP‐beladenen, braun imponierenden eNOS bPAECs 
im  Durchlichtbild  (links),  die  im  Fluoreszenzbild  (rechts)  eine  helle  eGFP‐Fluoreszenz  aufweisen. 
Maßstabsbalken=0,5 mm.  
 









Durch  die  oben  beschriebenen  Vorversuche  in  deendotelialisierten    CD1  Aorten  konnte 
erfolgreich  demonstriert  werden,  dass  das  Prinzip  des  Endothelzellersatzes  unter 
Flussbedingungen mit MNPs  und magnetischen  Feldern  funktioniert  und  darüber  hinaus 
auch  den  Gefäßtonus  durch  eine  erhöhte  basale  NO‐Produktion  positiv  beeinflusst.  Nun 
sollte diese Strategie der Magnet‐gestützten Positionierung von magnetofizierten bPAECs in 
denudierten  eNOS‐/‐  Aorten  durchgeführt werden.  Die  Verwendung  von  eNOS‐/‐  Aorten 
sollte sicherstellen, dass jegliche Effekte auf die NO‐Produktion der bPAECS zurückzuführen 
sind, und nicht auf etwaige residuale native eNOS‐Expression des Gefäßendothels selbst. Die 
zu  positionierenden  bPAECs  wurden,  wie  in  den  bereits  beschriebenen  Versuchen  mit 
denudierten  CD1  Aorten,  mit  magnetischen  Komplexen  bestehend  aus  CMV‐eNOS‐IRES‐
eGFP LV und SO‐Mag5 MNPs transduziert und somit gleichzeitig magnetisiert (im Weiteren 
als eNOS bPAECs bezeichnet). Diese wurden dann an Tag 5 nach Magnetofektion  in das ex 
vivo  Perfusionssystem  eingespeist  und  durch  das  magnetische  Feld  der  Konfiguration  A 
radialsymmetrisch  entlang  der  denudierten  Gefäßwand  positioniert.  In  den  folgenden 






Intervention  auftreten  kann.  Zum  anderen  sollte  sichergestellt  werden,  dass  jede 
Verbesserung  der Gefäßfunktion  den  eingebrachten  bPAECs  zugeschrieben werden  kann. 
Die Verwendung von eNOS‐/‐ Aorten kann hier als eine Art Goldstandard betrachtet werden. 
Um  die  Deendothelialisierungsstrategie  zu  überprüfen,  wurden  wiederum 
Immunfluoreszenzfärbungen  und  isometrische  Kraftmessungen  durchgeführt. Die  eNOS‐/‐ 
Aorten wurden dafür denudiert und anschließend ohne Applikation von Zellen für eine halbe 
Stunde  perfundiert.  Zum  Vergleich wurden  native  eNOS‐/‐  Aorten  herangezogen.  In  den 
Fluoreszenzfärbungen  der  Gefäßquerschnitte  der  nativen  Aorten  war  ein  klares, 
durchgängiges, der inneren Gefäßwand anliegendes PECAM‐Signal zu erkennen, was auf ein 
intaktes Endothel hinweist (Abbildung 33, A). Nach Deendothelialisierung und Perfusion war 












Maßstabsbalken=100  µm  B:  Original  Messdaten  einer  nativen  eNOS‐/‐  Aorta.  Die  zwei  hier  gezeigten 
Kontraktionen, die erste ohne Zusatz des NOS‐Inhibitors L‐NAME, die zweite unter L‐NAME Einfluss, fielen etwa 
gleich  hoch  aus:  es  war  demnach  keine  Hinweis  auf  eine  basale  NO  Produktion  in  eNOS‐/‐  Aorten  zu 
beobachten.  C:  Immunfluoreszenzfärbung  eines Querschnitts  einer  denudierten  und  perfundierten  eNOS‐/‐ 
Aorta. blau: Hoechst,  rot: PECAM murin, Maßstabsbalken=100 µm D: Original Messdaten einer denudierten 
und  perfundierten  eNOS‐/‐  Aorta. Wie  auch  in  der  in  (B)  gezeigten Messung,  fallen  die  beiden  gezeigten 
Kontraktionen  in  etwa  gleich  hoch  aus:  eine  erhöhte  Ratio  und  damit  ein  Hinweis  auf  eine  basale  NO‐




Durch  die  Immunfluoreszenzfärbungen  und  die Messungen  im  Drahtmyographen  konnte 
gezeigt werden, dass die angewandte Methode zur Entfernung des Endothels von eNOS‐/‐ 










zuvor  mit  eNOS  bPAECs  wurden.  Als  Kontrolle  wurden  denudierte  aber  ohne  Zellen 
perfundierte eNOS‐/‐ Aorten herangezogen sowie mit eGFP bPAECs (mit CMV‐eGFP LV/SO‐
Mag5  Komplexen  magnetofizierte  bPAECs)  perfundierte  denudierte  eNOS‐/‐  Aorten. 











mit  Zellen  perfundiert wurden, wiesen  sehr  geringe Mengen  von  sowohl  eGFP‐  als  auch 
eNOS‐mRNA  auf  (2‐ΔCteGFP  ‐Endothel:  8,3*10‐5  ±  1,9*10‐5;  2‐ΔCteNOS  ‐Endothel:  6,67*10‐5  ± 
6,67*10‐6)  (Abbildung  34,  A). Weiterhin  wurde  durch Western  Blot  Analysen  die  eNOS‐
Expression auf Proteinebene untersucht.  In Abbildung 34, B wird deutlich, dass  in den mit 
eNOS bPAECs perfundierten denudierten eNOS‐/‐ Aorten deutliche eNOS‐Banden zu sehen 
sind.  Die  eGFP‐Signale  sind  in  diesen  Gefäßen  nur  schwach  ausgeprägt  (Abbildung  34,  B 
Bahnen 4‐6).  In den Aorten, die mit eGFP bPAECs wiederbesiedelt wurden, verhält es sich 
genau umgekehrt. Die eNOS Banden  sind nur  sehr  schwach  zu  sehen, während die eGFP‐
Banden  sehr  stark  ausgeprägt  sind  (Abbildung  34,  B,  Bahnen  1‐3).  Die  semiquantitative 
Auswertung des gezeigten Blots bestätigte diesen visuellen Eindruck. Bei Perfusion mit eGFP 









A:  Auswertung  der  relativen  Genexpression mittels  qRT‐PCR.  Bestimmt wurden  eGFP‐  und  eNOS‐mRNA  in 
denudierten  eNOS‐/‐  Aorten,  die mit  eGFP‐  oder  eNOS  bPAECs  perfundiert  wurden.  Als  Negativ‐Kontrolle 
wurden deendothelialsierte und ohne Zellen perfundierte eNOS‐/‐ Aorten herangezogen. B: Western Blot zur 
Detektion der eGFP‐ sowie eNOS‐Protein Mengen. Bahn 1‐3: mit eGFP bPAECs perfundierte, denudierte eNOS‐
/‐  Aorten,  Bahn  4‐6:  mit  eNOS  bPAECs  perfundierte,  denudierte  eNOS‐/‐  Aorten.  C:  Semiquantitative 
Auswertung des Western Blots, bei dem die eNOS‐Mengen auf die  jeweilige  Ladekontrolle  β‐Aktin normiert 
wurden. 
4.3.2.3 Analyse der  cGMP‐Produktion  in deendothelialisierten eNOS‐/‐ Aorten nach der 
Perfusion mit eNOS bPAECs 










mit  eGFP  bPAECs  besiedelten wurden,  der  cGMP‐Spiegel  bei  0,38  ±  0,20  pmol  cGMP/µg 
Protein  lag. Die Magnet‐gestützte Positionierung von eNOS bPAECs  in denudierten eNOS‐/‐ 
Aorte führte dazu, dass die Konzentration des second‐messenger signifikant auf 1,63 ± 0,34 





Abbildung  35: Analyse der  cGMP‐Konzentration  in  denudierten  eNOS‐/‐ Aorten  nach  Perfusion mit  eNOS 
bPAECs 
Statistische  Auswertung  der Messung  des  cGMP‐Spiegels  in  deendothelialisierten  eNOS‐/‐  Aorten,  die mit 
eGFP‐ bzw. eNOS bPAECs besiedelt wurden mittels cGMP‐ELISA. Die cGMP‐Menge wurde auf den Proteininhalt 
des jeweiligen Homogenisats normiert. 
4.3.2.4 Analyse  des  Gefäßtonus  in  deendothelialisierten  eNOS‐/‐  Aorten  nach  der 
Perfusion mit eNOS bPAECs 
Nachdem erfolgreich gezeigt werden konnte, dass die Wiederbesiedelung von denudierten 
eNOS‐/‐ Aorten mit eNOS bPAECs  zu einer  Erhöhung  von  funktionell  aktiver eNOS  in den 
behandelten  Gefäßen  führt,  sollte  weiterführend  untersucht  werden,  ob  durch  die  hier 
angewandte  Strategie  auch  direkt  die Gefäßfunktion  beeinflusst werden  kann.  Zu  diesem 








Produktion  in den Gefäßringen  (vgl. 3.4 mit Abbildung 15 sowie 4.2.1.3)  (Abbildung 36, C). 
Weder  in  nativen  noch  in  denudierten  und  ohne  bPAECs  perfundierten  eNOS‐/‐  Aorten 




die  Positionierung  von  eNOS  bPAECs  in  dem  deendothelialisierten Gefäßes  führte wie  zu 
erwarten zu einer signifikant erhöhten Ratio (Ratio +eNOS bPAECs: 1,27 ± 0,07) (Abbildung 
36, B). Dieses Ergebnis demonstriert, dass die Positionierung von eNOS‐überexprimierenden 










gezeigte Kontraktion, die  in Anwesenheit des eNOS‐Inhibitors L‐NAME  induziert wurde,  fiel höher aus als die 
erste hier gezeigte Kontraktion, ohne L‐NAME Zusatz im Organbad. Diese Erhöhung der Ratio als Quotient der 
beiden  Kontraktionsamplituden  (hervorgehoben  durch  die  roten  Pfeile)  ließ  auf  eine  erhöhte  basale  NO‐






4.4 Zielgerichtete,  Magnet‐gestützte  Positionierung  von  Endothelzellen  in 
Karotiden der Maus unter in vivo Flussbedingungen  
In  Korrelation  zu  den  in  4.1.3  und  4.3  gezeigten  ex  vivo  Perfusionen  von  denudierten 
Mausaorten mit magnetofizierten Endothelzellen wurde die Zellpositionierungsstrategie  im 
Rahmen dieser Arbeit  auch  in einem  in  vivo Model  verifiziert. Mit der Anwendung  in der 
lebenden  Maus  sollte  eruiert  werden,  ob  die  hier  vorgestellten  Methode  auch  unter 
physiologischen  Blutfluss‐  und  Blutdruckbedingungen  eine  Magnet‐gestützte 
Zellpositionierung  entlang  der Gefäßwand,  in  diesem  Fall  der  denudierten  Arteria  carotis 
communis (ACC), erlaubt. Die bereits von Lindner et al. etablierte Endothelentfernung in der 
murinen  ACC  mittels  eines  gebogenen  Stahldrahtes  wurde  durchgeführt,  um  eine 
Endothelschädigung nachzuahmen, wie sie etwa nach PTA‐Intervention auftreten kann  178. 
Weiterhin sollte dadurch sichergestellt werden, dass jede Beeinflussung des Gefäßtonus den 
eingebrachten bPAECs  zugeschrieben werden  kann und nicht  auf das native Endothel der 
ACC  zurückzuführen  ist.  Die  Verwendung  von  eNOS‐/‐  Mäusen  in  dieser  Reihe  von 
Experimenten kann auch hier als eine Art Goldstandard betrachtet werden. Die Zellinjektion 
wurde wie unter 3.3 beschrieben durchgeführt. Es wurden 100 000 magnetofizierte bPAECs 
in  einer  Suspension  mit  200  µl  Endothelzellmedium  pro  Maus  injiziert.  Die  zu 
positionierenden  bPAECs wurden  3  Tage  vor  der  Injektion mit magnetischen  Komplexen 
bestehend aus CMV‐eNOS‐IRES‐eGFP und SO‐Mag5 MNPs transduziert und somit gleichzeitig 
magnetisiert  (auch  hier  im Weiteren  als  eNOS  bPAECs  bezeichnet).  Als  Kontrolle wurden 
denudierte und nur mit Injektion von Natriumchlorid‐Lösung behandelte eNOS‐/‐ Karotiden 
herangezogen sowie mit eGFP bPAECs (mit CMV‐eGFP/SO‐Mag5 Komplexen magnetofizierte 
bPAECs)  behandelte  denudierte  eNOS‐/‐  ACCs.  Hierdurch  sollte  wiederum  sichergestellt 






nach  Zellinjektion  und  somit  an  Tag  5  nach Magnetofektion  der  Zellen.  Dieser  zeitliche 
Ablauf wurde zum einen gewählt, da zu diesem Zeitpunkt das Maximum der eNOS sowie der 




Durch  Applikation  der  für  die  in  vivo  Zellinjektion  modifizierten  Magnetkonfiguration 
(Abbildung  13,  A‐D;  Abbildung  14)  konnte  eine  große  Anzahl  von  eGFP‐positiven  eNOS 
bPAECs entlang der Gefäßwand der ACC positioniert werden (Abbildung 37, A‐B). Diese, so 
wurde  es  in Querschnitten  durch  das  behandelte  Blutgefäß  deutlich,  ging  über  die  halbe 
Zirkumferenz des Gefäßes hinaus (Abbildung 37, C). Weiterhin konnte durch die Analyse von 
Querschnitten  der  behandelten  Blutgefäßen  festgestellt werden,  dass  die  eGFP‐positiven 





















bPAECs  in  den  deendothelialisierten  Gefäßes  führte wie  zu  erwarten  zu  einer  signifikant 
erhöhten  Ratio  (Ratio  +eNOS  bPAECs:  1,30  ±  0,03)  (Abbildung  39).  Dieses  Ergebnis 







A‐B:  Durchlicht‐  (A)  und  Fluoreszenzaufnahme  (B)  der  linken  und  rechten  ACC  einer  eNOS‐/‐ Maus    nach 
Injektion von eNOS bPAECs (hervorgehoben durch die orangenen Pfeile). Die Aufnahme erfolgte an Tag 2 nach 
der Zellinjektion. Deutlich zu erkennen sind die entlang der ACC positionierten eGFP‐exprimierenden Zellen. Im 
direkten  Vergleich  dazu  war  kein  eGFP‐Signal  in  der  rechten,  unbehandelten  ACC  zu  detektieren. 
Maßstabsbalken=0,1 cm. C‐D: Querschnitt durch die  in A   und B gezeigte  linke ACC. Die eGFP‐positiven eNOS 
Ergebnisse 
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die  Interaktion  zwischen  Magnetfeld  und  MNP‐Beladung  der  magnetofizierten  Zellen 




einer  zielgerichteten, Magnet‐gestützten Gen‐ und Zelltherapie  sowohl ex  vivo als auch  in 
vivo. Durch die Kombination von viralen Vektoren mit MNPs und geeigneten magnetischen 
Feldern konnten sowohl die magnetischen Komplexe selbst als auch durch diese Komplexe 
magnetofizierte  Zellen  radialsymmetrisch  entlang  einer  Gefäßwand  positioniert  werden. 
Somit wurde es möglich, residentes Gefäßendothel unter Flussbedingungen zu transduzieren 
oder  geschädigtes  Gefäßendothel  durch magnetofizierte  Zellen  zu  ersetzen.  In  den  oben 
beschriebenen  Experimenten  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  zielgerichtete,  Magnet‐
gestützte Gen‐ oder Zelltherapie nicht nur mit Reportergenen, sondern darüber hinaus auch 
mit  therapeutisch  wertvollen  Genen,  wie  eNOS  oder  VEGF,  kombiniert  werden  können. 
Sowohl  in  den mit  CMV‐eNOS  LV/SO‐Mag5  direkt  transduzierten  Aorten  als  auch  in  den 
denudierten  und  mit  eNOS  bPAECs  besiedelten  Aorten  konnte  eine  gesteigerte  eNOS‐
Expression  auf  mRNA‐  und  Proteinebene  detektiert  werden.  Diese  führte  zu  einer 
Aktivierung  des  nachgeschalteten  eNOS‐NO‐cGMP‐Signalwegs  und  daraus  resultierend  zu 
einer  Erhöhung  der  Konzentration  des  second  messenger  Moleküls  cGMP.  Letztendlich 
resultierte  die  erhöhte  basale  NO‐Produktion  durch  die  überexprimierte  eNOS  in  den 
behandelten  Gefäßen  in  einer  positiven  Beeinflussung  des  Gefäßtonus.  Letzterer,  den 
Gefäßtonus betreffende Effekt konnte auch nach in vivo Zellinjektion von magnetofizierten, 
eNOS‐überexprimierenden  bPAECs  in  denudierten  Karotiden  von  eNOS‐/‐ Mäusen  gezeigt 
werden.  Weiterhin  konnten  vielversprechende  Ergebnisse  in  Aorten  nach  direkter 
Transduktion mit CMV‐VEGF LV/SO‐Mag5 Komplexen erzielt werden. Nach der Perfusion mit 
magnetischen  Komplexen  sezernierten  die  behandelten Aorten  aktiven Wachstumsfaktor, 
der  zu  einer  Angiogenese‐Induktion  führte.  Die  beiden  in  dieser  Arbeit  vorgestellten 





5.1 Verbesserung  von  gen‐  und  zelltherapeutischen  Ansätzen  durch  die 
Verwendung von MNPs in Kombination mit magnetischen Feldern 
Gen‐ und zelltherapeutische Ansätze stellen für eine Vielzahl von Erkrankungen, besonders 
für  solche des  kardiovaskulären  Systems,  aussichtsreiche Behandlungsoptionen dar  182  183. 
Allerdings sind die bisher verfolgten Strategien zum Gen‐ und Zelltransfer nicht optimal. Die 
verwendeten  viralen  Vektoren  oder  Zellen  können  nur  unzureichend  an  einem  Zielort 
akkumuliert  werden.  Dadurch  kommt  es  zu  einer  herabgesetzten  lokalen  Effizienz  und 
Spezifität der Therapie  6  129. Diese Tatsachen bedingen die Notwendigkeit der Gabe hoher 
Dosen  an  Vektoren  oder  Zellen,  wodurch  wiederum  das  Risiko  für  unerwünschte  und 
ektopische Effekte steigt 129. Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode der Kombination von 
lentiviralen  Vektoren,  MNPs  und  magnetischen  Feldern  könnte  demnach  zu  einer 
Verbesserung der Lokalisierbarkeit, Effizienz und Spezifität von Gen‐ und Zelltherapie führen. 
Beide hier vorgestellten Strategien, sowohl die direkte Gentherapie unter Verwendung von 
lentiviralen Vektoren,  als  auch die Verwendung  von  transduzierten  Zellen,  könnten durch 
den  zusätzlichen  Einsatz  von  MNPs  und  magnetischen  Feldern  die  bisherigen  gen‐  und 
zelltherapeutische Ansätze verbessern. 
5.1.1 Lokalisierbarkeit 
Die  zielgenaue  Applikation  von  lentiviralen  Vektoren,  entweder  direkt,  oder  in  Form  von 














zwei  hintereinander  geschalteten  Ballons  zu  einer  Unterbrechung  des  Blutflusses  in  dem 
katheterisierten  Blutgefäß  kommt.  In  dem  so  von  der  Zirkulation  abgetrennten 
Gefäßabschnitt  konnten  dann  humane  Endothelzellen  angesiedelt  werden  185.  Beide 
Strategien  erlauben  eine  lokale  Applikation  von  DNA  bzw.  Endothelzellen,  aber  die 
Notwendigkeit, den Blutfluss zu unterbrechen, erschwert eine sichere klinische Anwendung. 
Auch  die  Verwendung  von  Stents  in  Kombination mit  verschiedenen Gentransfershutteln 
oder auch Zellen, wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen erprobt 186 187 171. Trotz 
der  verbesserten  Lokalisierbarkeit bleibt bei diesen  Stent‐basierten Ansätzen das Problem 
bestehen,  dass  die  Therapie  mit  einer  perkutanen  transluminalen  Angioplastie  (PTA) 
einhergeht, welche einen invasiven und mit potentiellen Komplikationen behafteten Eingriff 
darstellt. Ebenso bleibt bei diesen Stent‐basierten Ansätzen stets der Fremdkörperreiz durch 
den  Stent  bestehen.  Dies  Reiz  kann  auch  durch  eine  beschleunigte  Reendotheliaisierung 
durch Behandlung des  Stents mit Wachstumsfaktoren und Gentransfershutteln oder  auch 
einer Beschichtung des  Stens mit  Zellen höchsten minimiert,  aber wahrscheinlich niemals 
ganz  ausgeschlossen  werden.  Der  Fremdkörperreiz  kann  zu  schwerwiegenden 
Komplikationen  wie  Stentthrombose  und  Stentstenose  führen.  Die  in  dieser  Arbeit 
vorgestellten  Methoden,  mit  Hilfe  derer  Lentiviren  oder  magnetofizierte  Endothelzellen 
durch den Einsatz von MNPs und magnetischen Feldern unter Flussbedingungen zielgenau 





Mit  Hilfe  von  verschiedenen  Analyse‐Methoden  wurden  die  zuvor  berechneten, 
theoretischen Retetionsraten und Retetionsmuster der Komplexe bestätigt. Es  ist demnach 
vorstellbar,  dass  weitere  Verteilungsmuster  mit  entsprechenden  Magnetkonfigurationen 
erzielt werden können. Folglich  ist eine zielgenaue Positionierung von Gentransfershutteln 







169. Durch dieses  für  Strukturen wie Blutgefäße physiologische Verteilungsmuster  kann die 
Anwendung  von  Gen‐  und  Zelltherapien  im  vaskulären  System  stark  verbessert  werden. 
Neben dem Design des magnetischen Felds ist natürlich auch das magnetische Moment der 
eingesetzten Komplexe und Zellen von spezieller Bedeutung für deren möglichst zielgenaue 
Positionierung.  Die  Arbeitsgruppen  Pfeifer  (Institut  für  Pharmakologie  und  Toxikologie, 
Universität  Bonn)  und  Sasse  (Institut  für  Physiologie  I, Universität  Bonn)  konnten  bereits 
zeigen, dass der auch  im Rahmen dieser Arbeit  verwendete Nanopartikeltyp  SO‐Mag5  für 
beide  Anwendungen  sehr  gut  geeignet  ist  168  188.  Er  verspricht  eine  gute  magnetische 
Ansprechbarkeit  von  Komplexen  und  hat  sich  bereits  bei  der  Magnetofektion  von 
Endothelzellen,  endothelialen  Vorläuferzellen  und  weiteren  Zelltypen,  etwa 




Positionierung  von  Komplexen  und  Zellen  durch  ein  magnetisches  Feld  gewährleistet 
werden.  Dies  ermöglicht  eine  Reduktion  der  Dosis  von  benötigten  Vektoren  und  Zellen, 
während deren systemische Konzentration gering gehalten wird. Durch die mit Hilfe von SO‐
Mag5  in  Kombination  mit  geeigneten  magnetischen  Feldern  erreichte  stark  verbesserte 
Lokalisierbarkeit  von  lentiviralen  Vektoren  und  Zellen  können  unerwünschte  Effekte 
vermindert  werden,  vergleichbar  etwa  mit  den  Vorteilen,  die  eine  stereotaktische 
Radiotherapie bietet 189. 
5.1.2 Spezifität 
Ein weiterer  Faktor, der  für das Gelingen  von Gen‐ und Zelltherapien  von entscheidender 
Bedeutung  ist,  ist  deren  Spezifität.  Im  optimalen  Fall  sollte  ausschließlich  das  Zielgewebe 
oder  die  Zielstruktur  erreicht werden  und  die  systemische  Konzentration  an  applizierten 
Agenzien so gering wie möglich gehalten werden. So kann auch die Rate an unerwünschten 
und  ektopischen  Wirkungen  auf  ein  möglich  geringes  Maß  reduziert  werden  129.  Die 
Spezifität  von  gen‐  oder  zelltherapeutischen  Ansätzen  ist  eng  mit  der  zielgenauen 
Positionierung der eingebrachten lentiviraler Vekoren oder Zellen verknüpft. Der Einsatz von 
MNPs  und  magnetischen  Feldern  und  die  dadurch  verbesserte  Lokalisierbarkeit  von 
magnetischen Komplexen und Zellen führt zu einer erhöhten Akkumulation am Zielgewebe, 
also  in  dieser  Studie  zu  einer  erhöhten  Endothelspezifität.  Kontrollversuche,  bei  denen 
Diskussion 
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tatsächlich  auf  das  Endothel  begrenzt  ist.  Eine  Transduktion  von  tieferen  Schichten  der 
Gefäßwand,  wie  der  glatten  Muskulatur,  wurde  nicht  beobachtet.  Die  Applikation  von 
Lentiviren sowie Zellen kann demnach durch die Verwendung von MNPs in Kombination mit 
magnetischen  Feldern  in  ihrer  Spezifität  erhöht  werden.  Eine  zusätzliche  Steigerung  der 
Spezifität  der Magnet‐gestützten  Applikation  von magnetischen  Komplexen  könnte  durch 
den Einsatz von Endothelzell‐spezifischen Promotoren erzielt werden. Der  in dieser Arbeit 
verwendetet  CMV‐Promoter  ist  zwar  sehr  stark,  jedoch  Gewebe‐unspezifischen  190.  Der 
vaskuläre‐endotheliale  Cadherin  (VE‐Cadherin)  Promoter  hingegen  treibt  spezifisch  die 
Genexpression  in Endothelzellen an und könnte demnach zu einer weiteren Steigerung der 
Endothelspezifität  des  hier  vorgestellten  Ansatzes  beitragen  191.  Dieses  transkriptionellen 
Targeting  in Kombination mit dem hier vorgestellten Magnet‐gestützten Ansatz gilt es aber 
noch  zu untersuchen.  Eine weitere Option  zur  Spezifitätssteigerung der hier  vorgestellten 
Strategie  stellt  deren  Kombination  mit  Adeno‐assoziierten  Viren  (AVV)  dar.  Die 
verschiedenen Serotypen, die  in dieser Gruppe von viralen Vektoren beschrieben sind, und 
die  jeweils  einen  spezifischen  Gewebetropismus,  könnte  genutzt  werden,  um  die 
Gewebespezifität des MNP‐basierten Ansatzes noch weiter zu verbessern und  ihn auch  für 
andere  Gewebearten  zu  nutzen  192  193  194.  Ebenso  könnte  auch  der  Einsatz  von  mit 
Endothelzell‐spezifischen Epitopen versehenen Nanopartikeln förderlich für eine zusätzliche 
Erhöhung der Gewebespezifität und damit der Sicherheit  für die MNP‐gestützte Gen‐ und 
Zelltherapie  sein. Der  Einsatz  solcher multimodalen Nanopartikel wir  derzeit  auch  bereits 





Letztlich  ist  natürlich  auch  die  Effizienz  von  gen‐  und  zelltherapeutischen  Ansätzen  ein 
entscheidender Faktor für deren Erfolg 129. Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass der 
Einsatz  von  Nanopartikeln  in  Kombination  mit  Gentransfershutteln,  die  sogenannte 
Magnetofektion,  die  Transduktionseffizienz  in  Zellkulturexperimenten  gegenüber 
konventionellen  Strategien  immens  steigern  kann  160  166  196.  Die  hier  zugrundeliegende 





Effizienz  von  Gen‐  und  Zelltherapien  ist  eng  mit  der  Möglichkeit  der  zielgenauen 
Positionierung  der  eingebrachten  Vektoren  und  Zellen  verknüpft.  Die  Tatsache,  dass  bei 
Mausaorten nur eine Transgenexpression zu beobachten war, wenn sie während der ex vivo 
Perfusion  von  einem  magnetischen  Feld  umschlossen  waren,  weist  auf  eine  immense 
Steigerung  der  Transduktionseffizienz  durch  Verwendung  von MNPs  in  Kombination mit 
magnetischen  Feldern  hin.  Die  hier  erstmals  beschriebene  Möglichkeit  der 
radialsymmetrisch  Positionierung  von  Komplexen  und  Zellen  führt  abermals  zu  einer 
Steigerung der Effizienz. Durch die optimale Ausnutzung der zur Verfügung stehenden Fläche 
entlang der Gefäßwand  kann eine maximale Anzahl  an Komplexen oder  Zellen  am  Zielort 
positioniert werden.  Im Hinblick auf das Blutgefäßendothel als Zielstruktur  ist diese Art der 
Positionierung als einziger zielführender Ansatz zu bezeichnen. Andere Arbeitsgruppen, die 
auch  mit  der  Kombination  von  viralen  Vektoren  oder  Zellen,  MNPs  und  magnetischen 
Feldern  arbeiten,  konnten  zwar  auch  bereits  eine  zielgenaue  Positionierung  der 
eingebrachten  Agenzien  erzielen,  allerdings war  diese  nicht  radialsymmetrisch  und  damit 
weniger effizient als die in dieser Arbeit vorgestellte Strategie 166 167 168 170. Auch der in dieser 
Arbeit vorgestellte Ansatz zur in vivo Zellinjektion ist demnach noch optimierbar, weil die zur 
Verfügung  stehende Gefäßwand  nicht  in  ihrer  vollen  Zirkumferenz  zur  Positionierung  von 
Zellen  ausgenutzt  werden  konnte.  Aufgrund  der  eingeschränkten  Zugänglichkeit  des 
Operationsfeldes  war  es  nicht  möglich,  eine  Magnetkonfiguration,  die  eine 
radialsymmetrische  Positionierung  von  magnetofizierten  bPAECs  erlauben  würde, 
anzuwenden. Hier müsste eine andere, kleinere Magnetapparatur etablierte werden, mit der 




in  einem  anderen  Tiermodel,  das  mehr  Spielraum  für  die  Erprobung  vom 
Magnetapparaturen  zur  radialsymmetrischen  Anlagerung  von  magnetischen  Komplexen 
biete, etwa dem Schwein. 
Die Effizienz einer jeden Gentherapie, auch die in vitro Transduktion von Zellen, welche dann 





Vorteil,  dass  sie  das  Transgen, welches  sie  tragen,  stabil  als  Provirus  in  das  Genom  der 
Wirtszelle  einbauen. Dabei  kommt  es  zu  einer mitunter  lebenslangen  Transgenexpression 





hin  129  162.  Auch  Viren  aus  anderen  Virusfamilien,  wie  die  der  Adenoviridae  oder  der 
Dependoviridae, können als Transgen‐Vektor genutzt werden, bringen aber einige Nachteile 
mit  sich.  So  führt  eine  Infektion  mit  Adenoviren  lediglich  zu  einer  transienten 
Transgenexpression, da dieses nicht stabil ins Wirtszellgenom integriert wird, und ist zudem 
hoch  immunogen  162. Adeno‐assoziierten Viren  (AAV)  aus  der  Familie  der Dependoviridae 
sind zwar im Gegensatz dazu relativ schwach immunogen, jedoch ist ihre Anwendung in der 
Gentherapie durch die geringe Größe  ihres Genoms  limitiert 162. Eine Alternative, mit Hilfe 
derer  sich  die  Transfektionseffizienz  eventuell  noch  steigern  ließe,  ist  der  Einsatz  von 
chemisch modifizierter mRNA  in  Verbindung mit  den  hier  beschriebenen MNP‐basierten 
Strategien. Kormann et al. konnten zeigen, dass sich die in der Literatur beschriebene hohe 
Immunogenität von mRNA als Gentransfershuttel immens vermindern lässt, wenn man diese 
chemisch modifiziert. Durch  den Austausch  von  25%  der Nucleotiden  gegen Analoga,  die 
durch geringfügige Veränderungen  ihrer Strukturformel modifiziert wurden, konnte sowohl 
in  der  Zellkultur  als  auch  in  Tierversuchen  eine  signifikante  Steigerung  der 
Transgenexpression  erreicht  werden  198.  Diese  Verbesserung  der  Effizienz  führten  die 





Expression  des  Transgens  kommt  198.  Die  Kombination  dieser  neuen,  artifiziellen  Art  der 
mRNA mit MNPs und magnetischen  Feldern  zur  Steigerung der Transfektionseffizienz und 
zur  zielgenauen  Positionierung  dieses  Gentransfershuttels,  gilt  es  aber  noch  genauer  zu 
untersuchen. Eine weitere Eigenschaft von mRNA, auch der chemisch modifizierten Variante, 
ist die  transiente Expression des  jeweiligen  Transgens,  für das die mRAN  kodiert  198. Dies 
könnte  bei  manchen  Anwendungsgebieten  von  Vorteil  sein  könnte,  da  sich  die 
Transgenexpression so durch wiederholte Gabe der mRNA gut kontrollieren lassen würde. 
5.2 Sicherheit der Anwendung von Magnet‐gestützter Gen‐ und Zelltherapie 
Ein  entscheidender  Faktor  für  die  sichere  Anwendung  der Magnet‐gestützten  Gen‐  und 
Zelltherapie, wie  sie oben  vorgestellt wurde,  ist  eine  gute Verträglichkeit der  applizierten 
Agenzien  im Makroorganismus. Vor allem bei  in vivo Applikation, sei es  im Menschen oder 
im Tier, muss sichergestellt sein, dass weder von den lentiviralen Vektoren oder Zellen, noch 
von  den  verwendeten  MNPs  eine  potentielle  Gefährdung  ausgeht.  Alle  verwendeten 
Materialen müssen biokompatibel und nicht toxisch sein. 
Durch den Einsatz von MNPs und magnetischen Feldern kommt es, wie oben beschrieben, zu 
einer  Optimierung  der  Lokalisierbarkeit,  Effizienz  und  Spezifität  bei  der  Applikation  von 
lentiviralen Vektoren oder Zellen. Dies führt bereits zu einer Verbesserung der Sicherheit von 
gen‐  und  zelltherapeutischen  Ansätzen.  Dieses  Prinzip  gleicht  dem  der  Nanopartikel‐
gestützten  Gabe  von Medikamenten,  zum  Beispiel  von  Zytostatika  134.  Die  zytotoxischen 
Wirkstoffe  werden  an  MNPs  gekoppelt,  systemisch  appliziert  und  dann  mit  Hilfe  eines 
magnetischen  Feldes  am  gewünschten  Wirkungsort  akkumuliert.  Dadurch  kann  der 
Wirkstoffspiegel in der Zirkulation so gering wie möglich gehalten werden, wodurch die Rate 
an  unerwünschten  Nebenwirkungen  minimiert  wird.  Gleichzeitig  wird  die  insgesamt 




Die  Verwendung  von  lentiviralen  Vektoren  sowie  von  lentiviral  transduzierten 
Endothelzellen  bringen  einige  Risiken  mit  sich.  Die  Integration  des  über  das  Lentivirus 






Dadurch  können  verschiedenste  Alterationen  in  der  Wirtszelle,  etwa  in  deren 
Zellzyklusaktivität,  hervorgerufen  werden  162.  Bei  Integration  des  Provirus  in  der 
unmittelbaren  Nähe  eines  Proto‐Onkogens  kann  es  weiterhin  zu  neoplastischen 
Transformationen  der  Zelle  kommen  190  199.  Die  potentielle  Gefährdung,  die  von  der 
zufälligen  Integration  ausgeht,  könnte  durch  gene  editing  abgeschwächt  werden.  Hier 
erproben verschiedene Arbeitsgruppen momentan den Einsatz von Zinkfingernukleasen und 
TALENs  (transcription  activator‐like  effector  nucleases),  beides  artifizielle 
Restriktionsenzyme,  die  eine  zielgerichtete  Provirusintegration  erlauben  und  damit  die 
Anwendung  von  Lentiviren  als  Gentransfershuttel  sicherer  gestalten  162.  Die 
Zinkfingernukleasen zum Beispiel enthalten eine Zinkfingerdomäne, die an DNA bindet, und 
eine Nukleasedomäne, welche die DNA schneidet. Die Zinkfingerdomäne kann so gestaltet 
werden,  dass  sie  eine  bestimmte  DNA‐Sequenz  erkennt.  Das  bedeutet,  dass  man  mit 
Zinkfingernuklease ein komplexes Genom an einer ganz bestimmten Stelle schneiden kann 
und so einen zielgerichteten Einbau von  fremder DNA ermöglicht. Das potentielle Problem 
der  lang  andauernden  Transgenexpression,  wie  sie  bei  Verwendung  von  lentiviralen 
Vektoren beobachtet wird, könnte durch den Einsatz von  induzierbaren Promotoren gelöst 
werden. Diese  können  durch Gabe  verschiedener  pharmakologisch  aktiver Wirkstoffe  an‐ 
und abgeschaltet werden, was eine Modulation der Transgenexpression ermöglicht 200. Auch 
der  Einsatz  von  zusätzlich  zum  Transgen  im  viralen  Vektor  enthaltenen  suicide  genes 
(„Selbstmordgenen“), wie etwa der Herpes  simplex Virus Thymidinkinase  (HSV‐TK), könnte 
zu  einer  Erhöhung  der  Sicherheit  in  der  Applikation  von  Lentiviren  im  Rahmen  der 
Gentherapie  führen. Dies  funktioniert wie  folgt: kommt der antivirale Wirkstoff Ganciclovir 
mit Zellen, die die HSV‐TK exprimieren, in Kontakt, wird er durch das Transgen metabolisiert 
und es  reichern  sich  zytotoxische Triphosphatderiate an, die  zum Zelltod  führen  190. Diese 
Strategie  erlaubt  es,  die  Transgenexpression  bei  Bedarf  abzuschalten  und  sämtliche 
Transgen‐exprimierende Zellen zu eliminieren  201. Durch das sogenannte gene edeting, die 
Verwendung von induzierbarer Promotoren oder suicide genes könnten die Verwendung von 





verwendete  Partikeltyp  SO‐Mag5,  strenge  Kriterien  erfüllen,  um  eine  gefahrlose  in  vivo 
Applikation zu gewährleisten. Wie bereits  in der Einleitung erwähnt, eignen sich MNPs mit 
einem Kern auf Eisenoxidbasis, etwa Magnetit, besonders gut für klinische Anwendungen, da 
sie  nicht  toxisch  sind  134.  Aufgrund  dessen  haben  die  behördliche 
Lebensmittelüberwachungs‐ und Arzneimittelzulassungsbehörde der USA (US Food and Drug 
Administration,  FDA)  sowie  die  Europäische  Arzneimittel‐Agentur  (European  Medicines 
Agency,  EMA)  bereits Magnetit‐haltige MNPs  für  den medizinischen Gebrauch  zugelassen 
134.  Auch  eine  Beschichtung  mit  Siliziumoxid  hat  sich  als  positiv  im  Hinblick  auf  die 
Biokompatibilität    der  Partikel  herausgestellt  139  140  141.  Der  in  dieser  Arbeit  verwendete 
Nanopartikeltyp  SO‐Mag5,  der  aus  einem  Magnetitkern  mit  einer  Hüllschicht  aus 
Siliziumoxid  besteht,  erfüllt  diese  Kriterien.  Deshalb  scheint  dieser  spezielle  MNP‐Typ 
besonders  gut  für  ex  vivo  sowie  auch  in  vivo Applikationen  geeignet  zu  sein.  Bei  den  im 
Rahmen der Doktorarbeit durchgeführten ex vivo Aortenperfusionen und auch den  in vivo 
Experimenten  konnten  keine  Anzeichen  für  unerwünschte  oder  toxische  Effekte  nach 




MNPs  beladenen  bPAECs  waren  keine  zellulären  oder  subzellulären  Veränderungen  der 
Zellen zu detektiert. Die MNPs lagen frei im Zytoplasma vor und nicht in Endosomen. In der 
Literatur  ist  beschrieben,  dass  es  bei  der  zellulären  Aufnahme  von  Nanopartikeln  zur 
Generation von  reaktiven  Sauerstoffverbindungen  (reactive oxygen  species, ROS) kommen 
kann  134  202.  Diese  ROS‐Produktion  kann mitunter  genotoxische  Effekte  haben  202.  Dieser 
natürliche Abwehrmechanismus der  Zelle  kann  aber  zu einem  gewissen Grad  abgepuffert 
werden,  so dass eine MNP‐Aufnahme nicht  zwangsläufig  zu einer  Induktion von Apoptose 
durch  erhöhte  ROS‐Spiegel  führt  203.  Die  weitere  von  den  Partikeln  ausgehende  ROS‐
Produktion, und damit eine über die  Internalisierungsphase hinausreichende  Irritation der 
Zelle, hängt stark mit der Beschaffenheit und Stabilität der Hüllschicht der MNPs und deren 
intrazellulärer  Konzentration  zusammen  204  205.  Es  ist  weiterhin  beschrieben,  dass  die 







Zellstruktur  nach  Nanopartikelexposition  konnte  durch  weitere  Untersuchungen,  die  die 
Viabilität  der  magnetofizierten  bPAECs  betreffen,  bekräftigt  werden.  So  zeigte  sich  in 
Analysen  der  Expressionsmuster  von  wichtigen  endothelialen  Proteinen,  wie  eNOS,  dem 
VEGF‐Rezeptor oder PECAM, kein negativer Effekt der Verwendung von SO‐Mag5. Ebenso 
konnte  in Matrigelversuchen ein nicht wesentlich  veränderter endothelialer Phänotyp der 
mit  MNPs  beladenen  bPAECs  im  Vergleich  zu  nativen  Zellen  beobachtet  werden.  Die 
Fähigkeit,  der  bPAECs,  im  Matrigel  gefäßartige  Netzwerke  zu  bilden,  war  trotz 
Magnetofektion  ungestört.  Weiterhin  konnte  durch  Verwendung  verschiedener 
Toxizitätsnachweisverfahren keine gesteigerte Zelltotrate nach Applikation von Komplexen 
beobachtet werden  (mündliche Kommunikation mit  Sarah Rieck,  Institut  für Physiologie  I, 
Universität  Bonn).  Letztere  Beobachtungen  decken  sich mit  einer  bereits  in  der  Literatur 
beschriebenen geringen Toxizität von SO‐Mag5 Nanopartikeln beim Einsatz in der Zellkultur 
188. Der in dieser Arbeit verwendete Partikeltyp scheint also gut von Endothelzellen, sowohl 
von kultivierten, als auch  residenten Aortenendothelzellen,  toleriert  zu werden. Sowohl  in 
vitro  als  auch  ex  vivo  konnten  keinen  wesentlichen  nachteiligen  Effekten  beobachtet 




verfolgen.  Es  konnte  ein  Verlust  der  superparamagnetischen  Eigenschaften  beobachtet 
werden sowie eine Umverteilung des Eisens von der Leber, wo initial hohe Level festgestellt 
wurden,  in die Milz 212. Weissleder et al. konnten  für Eisen‐haltige Nanopartikel mit einem 
Durchmesser  von  62  nm  und  150  nm  zeigen,  dass  diese  nach  intravenöser  Injektion 
innerhalb  von  6 Minuten  zu  50%  durch Makrophagen  phagozytiert  und  damit  aus  dem 
peripheren  Blut  eliminiert  wurden  213.  Die  höchste  Eisenkonzentration  konnte  nach  2 
Stunden  in  der  Leber  und  nach  4  Stunden  in  der  Milz  beobachtet  werden,  was  die 
Beobachtungen von Levy et al. bestätigt 212. Die MNPs wurden im weiteren Verlauf mit einer 
Halbwertszeit  von 3 bis 4 Tagen aus diesen Organen eliminiert.  Sie wurden  in  Lysosomen 






beobachteten  weiterhin,  dass  MNPs,  die  nicht  abgebaut  wurden,  von  den  Zellen 
ausgeschleust  und  durch  benachbarte  Makrophagen  phagozytiert  wurden.  Momentane 
Anstrengungen, das weitere Schicksal der MNPs nach Aufnahme durch die Endothelzelle zu 
untersuchen,  haben  bisher  noch  nicht  gezeigt,  ob  die  Partikel  tatsächlich  aktiv  exozytiert 
werden,  oder  ob  sie  in  der  Zelle  verbleiben,  bis  diese  zugrunde  geht  (mündliche 
Kommunikation mit Sarah Rieck,  Institut  für Physiologie  I, Universität Bonn). Es bleibt also 








5.3 Verbesserung  der  Behandlungsoptionen  bei  Gefäßerkrankungen  durch 
Verwendung von eNOS und VEGF Plasmiden bei der lentiviralen Magnet‐
gestützten Gen‐ und Zelltherapie 
Wie  oben  beschrieben,  bieten  Magnet‐gestützte  Gen‐  und  Zelltherapieansätze  einige 
Vorteile,  die  letztendlich  zu  einer  Steigerung  der  Anwendungssicherheit  von  Gen‐  und 
Zelltherapien  führen. Aufgrund dieser Vorteile wurden diese Ansätze zum Gentransfer und 











eng  mit  einer  verminderten  eNOS‐Expression  einhergeht,  ursächlich  für  endotheliale 
Dysfunktion und das Fortschreiten atherosklerotischer Läsionen. Auch die  im Rahmen einer 
PTA‐Intervention  häufig  auftretenden  Komplikationen  von  Stentthrombose  und 
Stentstenose  sind  zu einem großen Teil auf eine erniedrigte oder  fehlende NO‐Produktion 
zurückzuführen.  So  sind  auch  in der  Literatur bereits einige erfolgversprechende Arbeiten 
mit eNOS zur Wiederherstellung einer intakten Endothelfunktion beschrieben. Lake‐Bruse et 
al. konnten in isometrischen Kraftmessungen eine positive Beeinflussung der Gefäßfunktion 
nachweisen,  nachdem  sie  Aortensegmente  von  eNOS‐/‐  Mäusen  ex  vivo  mit  eNOS‐
tragendem Adenovirus  inkubierten  119. Aufgrund dieser Befunde wurde  im Rahmen dieser 
Arbeit  die  vielversprechende  Strategie  der  Magnet‐gestützten  Gen‐  sowie  Zelltherapie 
verwendet,  um  eNOS  ex  vivo  in  Mausaorten  und  auch  in  vivo  in  Karotiden  der  Maus 
einzubringen, um so deren Gefäßfunktion positiv zu beeinflussen. 
Durch  die  zielgerichtete Magnet‐gestützte  direkte  Transduktion  von Mausaorten  konnte 
eine  endothelständige  eNOS‐Überexpression  in  eNOS‐/‐  Aorten  erzielt  werden.  Die 
transgene  eNOS  war  funktionell  aktiv  und  führte  zu  einer  positiven  Beeinflussung  des 
Gefäßtonus.  In den mit magnetofizierten bPAECs wiederbesiedelten, denudierten eNOS‐/‐ 
Aorten  konnten  ähnliche  Effekte  beobachtet  werden.  Auch  hier  wurde  eine  gesteigerte 
Transkription und Translation  von  funktionell  aktiver eNOS  festgestellt. Die Detektion  von 
signifikant erhöhten cGMP‐Spiegeln in den mit eNOS bPAECs perfundierten Gefäßen deutet 
ebenfalls  darauf  hin,  dass  die  Anlagerung  der  Zellen  an  der  Gefäßwand  eng  anliegend 
gewesen  sein  muss.  Das  in  den  bPAECs  produzierte  NO  hat  nur  eine  extrem  kurze 
Halbwertszeit  von etwa 1 bis 3 µs und  kann  in dieser  Zeit nur über  sehr  kurze Distanzen 
diffundieren  214. Da  es  zu  einer Aktivierung  der  lösliche Guanylatzyklase  (soluble  guanylyl 
cyclase, sGC)  in den glatten Muskelzellen kam, durch die die gesteigerten cGMP‐Spiegel zu 
erklären  sind, muss demnach  eine Diffusion  von NO  aus  den der Gefäßwand unmittelbar 
anliegenden bPAECs in die glatte Muskulatur stattgefunden haben. Das Magnetfeld, welches 









auf  die  Gefäßfunktion  festgestellt.  Der  gleichen  positiven  Effekt  von  eNOS‐
überexprimierenden,  magnetofizierten  bPAECs  auf  den  Gefäßtonus  wurde  auch  in 
denudierten  Karotiden  der Maus  nach  in  vivo  Zellinjektion  festgestellt. Die MNP‐basierte 









exprimierte  transgene eNOS  lediglich  konstitutiv aktiv  ist, oder ob  sie  kalziumabhängig  ist 
und  folglich über physiologische Agonisten  reguliert werden  kann, wie es  für die eNOS  in 
wildtyp Gefäßen  beschrieben  ist  11  14  53  54. Denkbar wäre  hier  eine  direkte Messung  der 
eNOS‐Aktivität  oder  der  NO‐Produktion,  mit  und  ohne  Zugabe  von  Substanzen,  die  zur 
Erhöhung  der  intrazellulären  Kalziumkonzentration  führen,  wie  etwa  Azetylcholin  oder 





wenn  die  eNOS‐Monomere  aufgrund  des  Fehlens  des  essentiellen  Kofaktors 
Tetrahydrobiopterin  (BH4)  nicht  dimerisieren  können  und  der  Prozess  der  Reduktion  des 
Sauerstoffs zum Superoxidanion vom Prozess der Reaktion mit L‐Arginin entkoppelt wird 14 
49.  Das  sogenannte  eNOS  uncoupling  führt  dann  zu  oxidativem  Stress  am  Endothel  und 
mitunter  zu  nachteiligen  Effekten. Damit  einem  solchen  Szenario  vorgebeugt wird,  sollte 
untersucht werden,  inwieweit  eine  Supplementierung  des  eNOS  Kofaktors  BH4  sowie  des 
Substrats  L‐Arginin  in  Kombination  mit  einer  Gen‐  oder  Zelltherapie,  bei  der  eNOS 







der  Zellpositionierungs‐Strategie  am  besten  geeignet  ist.  Dieses  allgemeine  Problem  der 
Zellersatztherapien  könnte  durch  Anwendung  von  Patienten‐spezifischen  induzierten 
pluripotenten Stammzellen (induced pluripotent stem cells,  iPSC) gelöst werden 215 183. IPSC 
sind  pluripotente  Stammzellen,  die  durch  künstliche  Reprogrammierung  von  nicht‐
pluripotenten, sondern bereits ausdifferenzierten somatischen Zellen generiert werden. Die 
Reprogrammierung  wird  durch  Expression  spezieller  Transkriptionsfaktoren  (c‐Myc,  Klf‐4, 




denen  dann  Spenderzellen  entnommen  werden  könnten,  bei  denen  die  Gefahr  der 
Abstoßung der allogenen Zellen durch das Immunsystem des jeweiligen Patienten so gering 
wie möglich  ist  215.  So  diskutieren  Takahashi  und  Yamanaka  etwa  die  Verwendung  von 
allogenen IPSCs, bei denen das Muster an humane Leukozyten Antigenen (HLA) eng mit dem 
des  zu  behandelnden  Patienten  übereinstimmt  215.  Die  Verwendung  von  iPSCs  in 








Stadien  der  endothelialen  Dysfunktion  zu  behandeln  und  dadurch  das  Fortschreiten  von 
atherosklerotischen Läsionen des Endothels zu unterbinden. Lentivirale Vektoren, bei deren 
Einsatz die Transgenexpression, also hier die eNOS‐Expression, erst nach einigen Tagen  ihr 











von  verschiedenen  Arbeitsgruppen  im  Rahmen  von  Gentherapiestudien,  unter  anderem 
auch  klinischen  Studien  der  Phase  III,  untersucht  wurde  216.  In  den  in  der  Literatur 
beschriebenen  Studien  war  das  Ziel  die  Induktion  einer  forcierten  therapeutischen 
Angiogenese  217.  Durch  die  Aussprossung  neuer  Blutgefäße  sollte  eine  bessere 
Kollateralisierung im Bereich der Becken‐Bein‐Arterien erreicht werden, um durch periphere 
arterielle Verschlusskrankheit obliterierte Arterien zu umgehen und dadurch die Symptome 
dieser  atherosklerotischen  Gefäßerkrankung  zu  mildern.  In  den  Studien  wurde  der 
Wachstumsfaktor  entweder  intramuskulär  oder  Katheter‐gestützt  injiziert.  In  einigen 
Arbeiten,  etwa  in  der VEGF  PVD  Studie,  bei  der  das VEGF  über  einen  Katheter  appliziert 
wurde, wurden bereits gute Erfolge registriert 218. In anderen Studien, zum Beispiel der RAVE 
oder der Groningen Studie, wurde jeweils die intramuskuläre Applikation gewählt 219 220. Bei 
diesen  Studien  konnte  keine  Verbesserung  des  primäres  Endpunkts,  hierbei  die 
Verbesserung  der  Symptome  der  claudicatio  intermittens  sowie  die  Verminderung  der 
Amputationsrate,  festgestellt  werden  219  220.  Die  lokalere,  Katheter‐mediierte 
Applikationsmethode scheint bessere Erfolge zu versprechen. Eine weitere Verbesserung der 
lokalen  Applikation  und  der  räumlichen  Begrenzung  der  Effekte  des  transgenen 
Wachstumsfaktors  wäre  wünschenswert.  Dadurch  wäre  es  möglich,  etwaige  nachteilige 
Wirkungen einer Gentherapie mit VEGF auf ein Minimum zu reduzieren.   Durch eine  lokale 
Applikation  und  Akkumulation  von  VEGF  könnten  zum  Beispiel  Neovaskularisation  in 
Zielorganen,  die  nicht  durch  die  Therapie  angesprochen werden  sollten, wie  etwa  in  der 
Retina, vermieden werden 221. Auch ein eventuell gesteigertes Risiko für Neoplasien bzw. ein 
gesteigertes  Tumorwachstum  durch  erhöhte  VEGF‐Plasmaspiegel  könnten  umgangen 
werden  221.  Ebenso  ließe  sich  das  Risiko  einer  erhöhten  Gefäßpermeabilität,  welche  bei 
systemischer Gabe von VEGF auftreten kann, vermeiden 222. Demnach stellt die Kombination 
der  Gabe  von  VEGF  als  pro‐angiogenetischem Wachstumsfaktor mit  der  in  dieser  Arbeit 





Durch  die  zielgerichtete  Magnet‐gestützte  direkte  Transduktion  konnte  eine 
endothelständige VEGF‐Überexpression  in Mausaorten erzielt werden. Das angiogenetische 
Potential des von den behandelten Aorten sezernierten VEGFs konnte in einem Aortenring‐
Asprossungsversuch  demonstriert  werden.  Im  Rahmen  einer  eventuellen  klinischen 
Applikation  der  Magnet‐gestützten  VEGF‐Gentherapie  könnten  so  zielgenau  erkrankte 
Blutgefäße  im Bereich der Becken‐Bein‐Arterien transduziert werden. Durch Expression des 
Wachstumsfaktors  wäre  so  eine  vermehrte  Angiogenese  in  dem  behandelten  Bereich 





Dadurch  wäre  es  möglich,  unerwünschte  Effekte  der  erhöhten  VEGF‐Expression  auf  ein 
Minimum  zu  reduzieren  und  die  VEGF‐Gentherapie  sicherer  zu  gestaltet.  Einige 
Fragestellungen verdienen es  jedoch, noch genauer untersucht zu werden. So muss geklärt 
werden,  ob  das  Kaliber  der  durch  diese  VEGF‐Therapie  induzierten  kapillaren 




relevanten  Weg  darstellt,  um  die  Durchblutung  des  Gewebes  distal  eines  stenosierten 
Blutgefäßes  sicherzustellen  224. Die Arteriogenese  kann  allerdings  nicht,  im Gegensatz  zur 
Angiogenese, durch Wachstumsfaktoren wie VEGF getriggert werden. Treibende Kraft sind 
hier veränderte Strömungsbedingungen, die dann über eine Kaskade von Signalwegen  zur 
Entstehung  neuer  Arterien  führen  225.  Dieses Modell  zur  Induktion  der  Kollateralisierung 
durch  die  Kombination  von  VEGF  mit  der  MNP‐basierten  Gentherapie  muss  in  einem 
geeigneten  in vivo Tiermodell, etwa dem Modell der Hinterbeinischämie bei der Maus, auf 
seine Realisierbarkeit hin überprüft werden. Hier gilt es neben der Qualität und Quantität 





In  dieser Arbeit  konnte  gezeigt werden,  dass die Magnet‐gestützte Gen‐  und  Zelltherapie 
konventionellen Ansätzen im Hinblick auf Lokalisierbarkeit, Spezifität und Effizienz überlegen 
ist.  Durch  Kombination  der  zu  applizierenden  Agenzien  mit  MNPs  und  speziellen 
magnetischen Feldern konnte die Konzentration der eingebrachten magnetischen Komplexe 
und  Zellen  unter  Flussbedingungen  am  gewünschten  Zielort  erhöht werden, während  die 
Retentionsrate  ohne  Applikation  eines  magnetischen  Feldes  gering  war.  Durch  die  hier 
vorgestellten  Strategien  können  gen‐  und  zelltherapeutische Ansätze  im Hinblick  auf  eine 
sichere klinische Anwendung hin optimiert werden. Weiterhin wurde in dieser Doktorarbeit 
gezeigt, dass es die beiden Magnet‐gestützten Strategien ermöglichen, therapeutische Gene 
oder  mit  ebendiesen  transduzierte  Zellen  radialsymmetrisch  in  Blutgefäße  einzubringen. 
Durch  die  Magnet‐gestützte  Applikation  von  eNOS,  sowohl  in  Form  von  lentiviralen 
Vektoren,  als  auch  in  Form  von  eNOS‐überexprimierenden  bPAECs,  konnte  die 
Gefäßfunktion durch eine erhöhte basale NO‐Produktion sowohl in ex vivo als auch in in vivo 
Ansätzen  positiv  beeinflusst  werden.  Ebenso  konnte  die Methode  der Magnet‐gestützte 
direkten Transduktion erfolgreich genutzt werden, um die Produktion und Sezernierung von 
funktionell  aktivem  VEGF  in  residenten  Blutgefäßendothelzellen  zu  steigern.  Bei  den 
vorgestellten  Anwendungen  stellt  das  Blutgefäßendothel  bzw.  die  deendothelialisierte 
Gefäßwand  die  primäre  Zielstruktur  dar.  Sowohl  eNOS  als  auch  VEGF  sind  für  eine 
physiologische  Endothelfunktion  von  großer  Bedeutung.  Die  beiden  hier  vorgestellten 
Strategien  könnten  also  langfristig  zu  einer  Unterstützung  oder  Wiederherstellung  der 




anzuwenden.  So  konnte  die  hier  vorgestellte  Strategie  der  direkten  Transduktion  bereits 
erfolgreich zum knock down der Tyrosin Phosphatase SHP‐2 genutzt werden, wodurch eine 
Modulation  der  Angiogenese  möglich  wurde  226  (Arbeiten  von  Sarah  Rieck,  Institut  für 
Physiologie  I,  Universität  Bonn).  Im  Hinblick  auf  andere  Zielorgane  oder 
Anwendungsbereiche ist auch die Magnet‐gestützte Anwendung von anti‐proliferativen (z.B. 
tissue  inhibitor  of  metalloprotease‐3)  227,  anti‐fibrotischen  (z.B.  Hepatozyten‐
wachstumsfaktor) 228, anti‐oxidativen (z.B. ecSOD) 229, anti‐thrombotischen (z.B. tissue factor 
pathway  inhibitor)  230,  anti‐apoptotischen  (z.B.  das  NFκB  abhängige  Gen  A20)  231,  anti‐
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arrythmogenen  (z.B. Connexin 43)  232, oder auch pro‐kontraktilen  (z.B. SERCA‐2)  233 Genen 
denkbar.  Dies  sind  nur  einige  Beispiele  für  Gene,  deren  lokale  Überexpression  bei 
verschiedenen  pathologischen  Prozessen,  wie  etwa  Neoplasien,  Thrombosen  oder 
Myokardinfarkten, hilfreich sein könnte, um konventionelle Therapien zu unterstützen. Die 
Liste der potentiell hilfreichen Gene,  sowie auch die  Liste der Anwendungsgebiete,  ließen 
sich  beliebig  fortführen.  Weiterhin  sind  auch  bereits  andere  Magnet‐gestützte 
Applikationsarten von Nanopartikelformulierungen in der Literatur beschrieben. So konnten 
Dames  et  al.  demonstrieren,  dass  die  Darreichung  von  magnetischen  Aerosolen  in 
Kombination  mit  speziell  designten  magnetischen  Feldern  genutzt  werden  kann,  um 
ebendiese Aerosole  in  der  Lunge  zu  akkumulieren  234. Diese  Tatsachen  verdeutlichen  das 
breite  Anwendungsspektrum  der  in  dieser  Doktorarbeit  vorgestellten  Strategien  zur 
Verbesserung  von  Gen‐  und  Zelltherapien.  Diese  könnten  zu  Verbesserungen  der 
Behandlungsoptionen in der Human‐ und Tiermedizin führen. Auch wenn in der Literatur der 
Einsatz  von  Nanopartikeln  für  die  Tiermedizin  noch  als  finanziell  zu  aufwendig  diskutiert 
wird, werden die rasanten Entwicklungen auf dem Sektor der Nanomedizin diese bald auch 






vasodilatatorischen  sowie  vasoprotektiven  Substanzen.  Eine  herabgesetzte  NO‐
Bioverfügbarkeit  aufgrund  einer  Dysfunktion  des  Endothels  kann  zu  massiven 
pathologischen  Alterationen  des  Blutgefäßes  führen,  die  sich  in  atherosklerotischen 





die Magnet‐gestützte  radialsymmetrische  Positionierung  von  Endothelzellen  im  Blutgefäß 
unter Flussbedingungen. Dabei wurden  lentivirale Vektoren oder kultivierte Endothelzellen 
mit MNPs und magnetischen Feldern kombiniert. Dadurch konnten die Lokalisierbarkeit, die 
Effizienz und die Spezifität der Gen‐ oder Zelltherapie sowohl  in ex vivo als auch  in  in vivo 
Ansätzen  stark  verbessert  werden.  Es  wurde  eine  Magnet‐gestützten  Gentherapie  mit 
lentiviralen Vektoren, die eNOS‐ oder VEGF‐Expression erlaubten, erprobt. Bei Verwendung 
von eNOS, einem endothelialen Enzym, das die NO‐Produktion  katalysiert,  konnte  sowohl 
durch  die  direkte  Transduktion  von  residentem  Blutgefäßendothel  als  auch  durch  die 
Positionierung von eNOS‐überexprimierenden bPAECs eine signifikante Erhöhung der mRNA‐ 
und  Protein‐Expression  des  Transgens  in  den  behandelten  Gefäßen  festgestellt  werden. 
Darüber hinaus wurde durch den Nachweis  von erhöhten  Spiegeln des  second messenger 
Moleküls  cGMP  und  durch  isometrische  Kraftmessungen  im  Drahtmyographen  die 
Funktionalität der transgenen eNOS bestätigt. Nach direkter Transduktion sowie auch nach 
Zellpositionierung konnte eine positive Modulation der Gefäßfunktion, bedingt durch eine 
erhöhte  vaskuläre NO‐Produktion, beobachtet werden. Bei der direkten  Transduktion  von 
Blutgefäßendothel  mit  VEGF,  einem  wichtigen  endothelialen  pro‐angiogenetischen 
Wachstumsfaktor, konnte  in Aortenring‐Aussprossungsversuchen eine verstärkte, von dem 
Wachstumsfaktor ausgehende, angiogenetische Wirkung beobachtet werden. Die  in dieser 
Arbeit  vorgestellten  Methoden  zur  Magnet‐gestützten  direkte  Transduktion  und 





The  vascular  endothelium  exhibits  a  variety  of  physiological  functions.  One  of  the most 
important ones  is  the production of  the  transmitter molecule NO. NO  is one of  the major 
endogenous vasorelaxant and vasoprotective agents. A decrease in NO‐bioavailability due to 
endothelial dysfunction can lead to massive pathological alteration of the blood vessel which 
can  become  manifest  as  atherosclerotic  lesions.  Thus,  one  option  in  the  therapy  of 
atherosclerosis is the augmentation of NO‐bioavailability in order to prevent the progression 
of this vascular disease. In the context of this doctoral thesis two strategies were introduced 
which  aim  to  potentiate  the  success  of  gene  and  cell  therapies  to  regain  a  physiological 
endothelial  function:  a magnet‐based  direct  radially‐symmetric  transduction  as well  as  a 
magnet‐based  radially‐symmetric  endothelial  cell  positioning  approach  in  blood  vessels 
under  flow  conditions.  For both  strategies  lentivirale  vectors or  cultured  endothelial  cells 
were combined with MNPs and magnetic fields. By this  locality, efficiency and specificity of 
gene  and  cell  therapy  could  be  greatly  improved  in  in  vivo  and  ex  vivo  applications.  The 
magnet‐based  strategies were  based  on  lentivirale  eNOS  or  VEGF  overexpression. When 
eNOS, an endothelial enzyme which catalyzes the NO‐production, was used, either for direct 
transduction of  resident endothelium or  for positioning of eNOS‐overexpressing bPAECs, a 
significant  rise  in  mRNA‐  and  protein‐expression  of  the  transgene  in  the  treated  blood 




NO‐production,  could  be  observed. When  vascular  endothelium  was  directly  transduced 
using VEGF, an  important pro‐angiogenic endothelial growth‐factor, an  increase  in growth‐
factor  dependent  angiogenesis  could  be  assessed  in  an  aortic  ring  sprouting  assay. 
Consequently,  both  strategies  that  are  proposed  in  this  thesis,  the magnet‐based  direct 
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